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Vorwort. 


,,ej(‘(l('r vviss('iis(*h}\t‘l Foi’tschrit t 

ist (‘in Kortsclirit t (h'i* iM('t hodt'/* 

Eia lieu entdeektes spezielics Laboratoriiinisverfaliren er- 
obert in raseher Folgc wissenselnifl iind tecdniisebe (jlel)i('i(‘, 
bis es sieli schlieBlieli erseh()})ft iiiid von einein leistungsfalniien‘n 
Arbeitsgang abgelost ivird. Die von déni geniak'ii russisebeii Ik)- 
taiiiker Professor M. Tswf/it ersonn(‘ne ^.Chroniafogi’apJiisclu^ 
Ads()rpfi()nsnn'(hode^\ welclic^ das ramuli(‘h gt'trennte F(‘slhalt('n 
von Bestandteileii eines (leiniselies erlaubl, befindet si(*li gc'rade 
jetzt ain Bc'ginn (uiK'r glanzenden Faitfaltung: sie biet(d déni 
Forselier einfaehe (‘xperiinentelle Hilfsinittel, nanientlieh auf deiti 
(Jebiet der reiiien sowie angewandten organiseben Fheini(‘, der 
Bioeheniie und Physiologie. 

In der Hoffnung, zuni weitercai l)ur(‘}idring(‘n d(‘r noeli innnca* 
nieht gebührend anerkannten Methodik etwas b(Mzutrag(‘n, ver- 
offentlielien wir die vorli(‘gende kurze Monogra[)}n(‘. v\(‘lelu‘ ans 
zwei Teilen besteht. Fs werden zuiuielist die allgeineinen (baind- 
lagen sowie die Aiisführungsformen der Plironuitographie be- 
sproehen, woraiif, in einein læwuüt unvollslandigen ,,Sj)eziell(‘n 
Teil“, Anwendiuigsbeispiele folgen. [)i(‘ zusaininengestelliiai \'er- 
suclisvorschriften erstreckeii sieh auf sc'lir verschiedenartige 
Korperklassen und dürften iin Hinbliek auf di(‘ r(‘eht unid)er- 
siehtliehe Page der Literatur nützlieh sein. Wenn das behandelte 
(jîebiet mit der erwünsehten (jleseliwindigk(‘it sieh weiler ent- 
wiekelt, so wird in absehbarer Zeit ein ersehdpf(‘jul('r lk‘rieht 
ebensowenig zu sehreiben sein, wie heute ein Referai z. B. iiber 
die Anwendung von Destinations- oder Idnsidieidungsirndhoden. 

Bei der Zusaninienstellung des Manuskriptes wurden wir von 
den tolgenden Herren durch Hinweisc und Aiiskünfte unterstützt, 
wofür aueh hier gedankt sei: H. Brockma™ (Gdttingen), Ch. 
Dhérk (t>ibourg), A. v. Gorka (Fées), A. E. Gillam (Manchester), 
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I. M. Heilbron (Manchester), P. Karrer (Zürich), R. Kuhn 
(Heidelberg), E. Lederer (Leningrad), W. Ruhland (Leipzig), 
A. Stoll (Basel), G. Toth (Pécs), P. Tuzson (Pécs), J. Wal- 
DENSTROM (Uppsala), R. WiLLSTÂTTER (München) und A. WiN- 
TERSTEIN (Basel). 

Blâttert man im nachfolgenden Text, so dürfte ofters der 
Eindruck entstehen, daû nicht die festgelegten Ergebnisse am 
interessantesten sind, sondern die zahlreichen Lücken, von 
welchen man in theoretischer oder praktischer Richtung zur 
Weiterarbeit angeregt wird. 

Pécs, im Dezember 1936. 

Die Verfasser. 
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Allgemeiiier Teil. 

Erstes Kapitel. 

Grundlagen. 

,,Wie die Lichtstrahlen im Spektrum, 
so werden in der Calcinmcarbonat- Saule 
die verschiedenon Komporieiiten eines 
Farbstoffgcmisches gesetzmaCig auseiii- 
andergelegt \ind lassen sich dann qualita- 
tiv und quantitativ bestimmen.“ {Tswett) 

Überblickt man den Werdegang der organischen Chemie und 
der Biochemie, so fàllt auf, wie oft eine gewaltige Steigerung der 
Arbeitsmëglichkeiten von physikalischer Seite ausgegangen ist. 
Man denke nur an die Fôrderung, welche der Ausbau der erwàhnten 
Wissenszweige dur ch polarimetrische, refraktometrische Methoden, 
durch die im Sichtbaren und Unsichtbaren vorgenommene Spek- 
4roskopie empfangen hat. Es làBt sich sagen, daB für die Ver- 
hrbeitimg von hochempfindlichen Stoffen überhaupt nur physi- 
kalische Wege offenstehen. 

Es dürfte weniger allgemein bekannt sein, daB das Studium von 
organischen Farbstoffen und spàter auch der farblosen und 
schwachgefàrbten Kohlenstoffverbindungen durch eine originelle, 
von Tswett 1906 veroffentlichte Ausführungsform der Adsorptions- 
analyse in früher ungeahntem MaBe erleichtert wurde. Diese als 
y,chromatographi8ches Verfahren‘\ kurz ,, Chromatographie'' be- 
zeichnete, einfache Methodik sowie ein AbriB der von der Tswett- 
schen Idee ausgelosten wissenschaftlichen Bewegung bildet den In- 
halt der vorliegenden Schrift. 

Schüttelt man die gemeinsame Lôsung von mehreren, stark 
gefàrbten Verbindungen mit einem geeigneten Adsorbens, so findet, 
jenaohdenMengenverhàltnissen und denAdsorptionskoeffizienten, 

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 1 
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eine Verteilung zwischen den beiden Phasen statt. Günstige Be- 
dingungen vorausgesetzt, werden die einzelnen Farbstoffe mehr 
oder weniger tief in das Adsorptionsmittel eindringen und sich dort 
anreichern. Das Adsorbat ist dann ein Gemisch, zu dessen Zer- 
legung kein einfacher Weg zur Verftigung steht. Ganz anders, 
nàmlich viel günstiger liegen jedoch die Verhàltnisse, falls die 
Durchstrômung des Adsorbens nur in einer, definierten Richtung er- 
folgt.^ 

In seiner grundlegenden Versuchsreihe goB Tswett den petrol - 
âtherischen, ans grünen Blàttern bereiteten Auszug auf eine, in ein 
vertikal gestelltes Glasrohr eingestampfte Saule von pulverfôrmi- 
gem Calciumcarbonat und stellte fest, daB der scheinbar homogène 
Pigmentinhalt der allmàhlich durchsickernden Losung sich alsbald 
zerlegt: im oberen Sàulenteil erschien eine gelbe Scheibe, knapp 
darunter sah man zwei grüngefàrbte Zonen, wàhrend drei andere, 
gelbe Komponenten weiter nach unten vorgedrungen sind und 
erst in den tiefer liegenden Bezirken des Carbonats hângen blieben. 
Noch viel schôner gestaltet sich das ,,Chro7natogramm'\ wenn man 
betràchtliche Mengen des reinen Losungsmittels nachgieBt. So 
wird das Bild ,,entwickelt“ : weiBe Zwischenràume erscheinen und 
verbreitern sich, indem die einzelnen Farbstoff komponenten mit 
ungleichen Geschwindigkeiten nach unten wandern. Eine gelbe 
Verbindung (Carotin) passierte die ganze Kolonne und gelangte in 
das Filtrat. 

Die zusammengesetzte Natur des Chlorophylls und des Blatt- 
gelbs war damit bewiesen und die Art der Bestandteile richtig er- 
kannt (Abb. 1, S. 3). 

Nun zerschnitt Tswett die Saule und loste die individuellen 
Farbstoffe einzeln heraus, z. B. durch Zufügen von Sprit. Nachdem 
das entfàrbte Adsorbens aus den getrennten Anteilen durch Filtra- 
tion ausgeschaltet wurde, standen die einheitlichen Pigmentlosun- 
gen zur Spektroskopie sowie zur chemischen Untersuchung bereit. 
So verwirklicht sich ein Wunschtraum des Chemikers: Stoffe, die 
früher im Gemisch vorlagen, werden mit dem Messer voneinander 
geschieden. 

Der einfache chromatographische Versuch besteht demnach aus den 
folgenden Operationen: 

Vorbereitung der Saule, durch Einstampfen des Adsorptions- 
mittels. 
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AufgieBen der zu untersuchenden Lôsung. 

Entwickeln zum fertigen Chromatogramm, durch Einführung 
eines Losungsmittels. 

Auspressen der Saule aus dem Rohr, 

Zerschneiden der Saule, entsprechend 
den ausgebildeten Schichten. 



Eliition der einzelnen Sàulen telle. 

Entfernen des leeren, nun pulvrigen Ad- 
sorptionsmittels durch Filtration. 

Weitere Verarbeitung der einzelnen Fil- 
trate (physikalische Messungen, Isolierung 
des Stoffinhaltes, Elementaranalyse usw.). 

Selbstredend kann der Arbeitsgang in 
mannigfacher Weise abgeàndert werden, wo- 
rauf wir noch zurückkommen. Wie man aber 
auch die Ausführungsform variieren mag, 
zeigen sich entscheidende Vorteile gegenüber 
dem klassischen Verfahren, das im Schütteln 
einer Losung mit pulverfôrmigem Adsorbens 
besteht. Nach der àlteren Méthode bleibt 
man nàmlich bis zum Schlusse des Adsorp- 
tionsvorganges nur mangelhaft orientiert, 
wâhrend ein Blick auf das Chromatogramm 
genügen wird, um den jeweiligen Stand der 
Versuch stage festzustellen. 

Ganz besonders tritt die Überlegenheit 
der Chromatographie hervor, wenn man be- 
denkt, bis zu welchem Grade eine Auf- 
teilung môglich ist: 



Abb. 1. Chroinatogramin 
cincvS Blattauszugca nach 
Tswett (Zonen iiu far- 
bigpn Original von oben 
nach iinten : blaCgelb 
[in der Wiedergabe un- 
sichlbar], grün, breit 
grünlichblau, gclb, gelb, 
gclb). 


Schütteln mit dem Adsorbens 



Gesamtadsorbat 

Nicht adsorbiertes (in Lôsung) 


Tswettsc/^c Adsorytions- 
methode 



Komponente mit der stârksten 
Adsorptionsaffinitât 
Komponente mit der zweit stârk- 
sten Adsorptionsaffinitât 
Komponente mit der drittstârk- 
sten Adsorptionsaffinitât usw. 
Nicht adsorbiertes (durch die 
Saule gelaufen: Filtrat) 


1 * 
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Wàhrend also im Schüttelverfahren zunàchst nur eine Zwei- 
teilung erreichbar ist, gelangt man auf chromatographischem Wege 
sofort zu einer viel feineren Fraktionierung. In verwickelten Fàllen 
kann das Chromatogramm ans Dutzenden von Schichten bestehen 
(Abb.44, S. 196). 

Die Grenziinie zwischen den beiden Methoden wird indessen 
weniger scharf,.wenn man das Gesamtadsorbat anteilsweise eluiert, 
also das Pulver bzw. die nicht zerschnittene Adsorptionssàule zu- 
nàchst mit einem schwàcheren, dann nacheinander mit immer 
stàrker wirksamen Elutionsflüssigkeiten behandelt. So lassen sich 
in günstigem Falle die Bestandteile des fixierten Stoffvorrates 
einzeln ablôsen. Aber au ch dann ist der Gebrauch der Tswett- 
schen Kolonne bequem, aus welcher das Eluat selbsttàtig abflieBt. 

Ein Übergang zwischen den beiden Hauptausführungsformen der 
Adsorptionsanalyse besteht ferner darin, dafi man keino schlanke 
Saule baut, sondern das Pulver auf eine Nutsche schichtet und dort 
die fraktionierte El ut ion vornimmt. Allerdings muB man dann auf 
eine visuelle Verfolgung der im Adsorbens sich abspielenden Vor- 
gànge meist verzichten. 

Anwendungsbereich. 

Es ist eine selbstverstândliche Voraussetzung für die Anwend- 
barkeit der Chromatographie, daB die in der Saule festgehaltene 
Substanz keine chemische Ânderung wàhrend der Adsorption er- 
leide. Diese Forderung ist in einer überraschend groBen Anzahl 
von Fàllen tatsàchlich erfüllt, doch sind der Méthode natürlich 
auch gewisse Orenzen gesteckt. Vor allem kann es vorkommen, 
daB das basische oder saure Adsorbens z. B. unter Bildung oder 
Zerlegung eines Salzes reagiert. Diese reversiblen Vorgànge sind 
meist wenig stôrend, wenn sie richtig erkannt wurden. 

Gelegentlich der Verarbeitung von Organauszügen haben wir 
manchmal beobachtet, daB die Lôsung in der Kolonne aschehaltig 
wird; betreffend AljOg s. die Angaben von Euler und Schlenk. 

Bei empfindlichen Stoffen kann es aber auch vorkommen, daB 
die Substanz, namentlich, wenn nicht rasch genug gearbeitet wird, 
in der Adsorptionssàule verdirbt. So làBt sich z. B. das Chlorophyll 
auf Puderzucker sehr gut chromatographieren, es erfolgt jedoch 
teilweise Zersetzung, wenn man Talcum nimmt (Winterstein und 
Stein 2). Grassmann hat beobachtet, daB die Fluorescenzerschei- 



AnwendLingsbereich . 


6 


nungen von chromatographisch festgehaltenen Gerbstoffextrakten 
innerhalb 1 — 2 Tagen sich bedeutend àndem kônnen. Nach 
Ruggli und Jensen (1) tritt bei gewissen Triphenylmethanfarb- 
stoffen in der Aluminiumoxyd- Saule eine Aufhellung ein, offenbar 
infolge einer allmàhlich fortschreitenden Hydrolyse. An Alumi- 
niiimoxyd, aus schwach saurer Lôsiing adsorbierte Pterine werden 
an der Oberf lâche des Adsorbens rasch zerstort ; auf Frankonit sind 
sie stabil (Schôpf und Becker). 

Im Speziellen Teil wird auf S. 93 die partielle Isomérisation von 
Carotin unter der Einwirkung von Adsorptionsmitteln ausführlich 
besprochen (Gillam und el. Ridi 1 — 3), ebenso auch auf S. 178 
das Auftreten von farbigen Zonen wàhrend der Adsorption von 
Vitamin-A-Konzentraten (nach Castle, Gillam, Heilbron und 
Thompson). Dal3 cis-trans-Umlagerungen in der Saule moglich 
sind, folgt Z. B. aus der Arbeit von Taylor und Lavtngton. 

Es sei hier betont, daft von den soeben erwàhnten Grenzlinien 
ein ungeheures Gebiet der glutten Anwendbarkeit der Chromatographie 
umrahmt wird. 

Ohne noch auf methodische Griffe einzugehen, seien die chro- 
matographisch derzeit lôsbaren Hauptaufgaben kurz besprochen, 
um zu zeigen, in welchem Umfang die übliche organisch- 
chemische Laboratoriumstechnik mit Hilfe des TswETTschen Ver- 
fahrens gefordert und vereinfacht werden konntc. Dies ist nament- 
lich auf folgenden Gebieten der Fall: 

â) Prüfung eines Stoffes auf Einheitlichkeit. 

b) Feststellung der Identitàt bzw. der Verschiedenheit von 
zwei Verbindungen. 

c) Anreicherung eines in sehr groBer Verdünnung vorliegenden 
Na turpr oduktes . 

d) Zerlegung eines Gemisches. Nachweis, Bestimmung und 
Isolierung der Komponenten. 

e) Reinigung einer Substanz, z. B. eines technischen Produktes 
von Begleitern. 

f) Kennzeichnung und Kontrolle von Handelswaren. 


a) Prüfung eines Stoffes auf Einheitlichkeit. 

Eine Svl)stanz ist in chromatographischem Sinne einheiüichy 
wenn sie in der Adsorptionssàule sich nicht zerlegen làjit. 
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Diese Homogenitàt bedeutet in auBerordentlich zahireichen 
Fàllen wirklich chemische Reinheit, da — nach der bisherigen Er- 
fahrung — die Stàrke der Adsorptionsaffinitàten in weit hôherem 
MaBe von dem Molekülbau abhàngt, als die zur Einheitlichkeits- 
prüfung meist herangezogenen Merkmale, wie Schmelzpunkt, 
Siedepunkt, Spektrum u. dgl. Namentlich sind die Lôslichkeits- 
unterschiede von nahe verwandten chemischen Individuen gering- 
fügiger als die Differenzen in der Adsorhierbarkeit. 

Man sollte daher fraktionierte Krystailisationen, wo nur tun- 
lich, durch einen chromatographischen Versuch ersetzen. 

Wegen der hohen Selektivitàt der Oberflàchenkràfte erzielt man 
nach dem TswETTschen Prinzip sehr oft auch dort eine Aufteilung, 
wo die übliche Technik versagt hat. Nicht selten stellt es sich auch 
heraus, daB ,,reine“ Handelschemikalien weit davon entfernt 
sind, chroma tographisch einheitlich zu sein. Je mehr Schritte bei 
der Fabrikation erforderlich waren, eine um so grôBere Wahr- 
scheinlichkeit spricht für die Heterogenitàt des Endproduktes. 

Über die Grenzen der Einheitlichkeitsprobe sei hier folgendes 
angeführt. 

Es gibt natürlich Fàlle, in denen zwei Verbindungen praktisch 
die gieiche Adsorptionsaffinitàt besitzen und sich in der Saule 
nicht trennen lassen. Die Zuverlàssigkeit der Analyse kann jedoch 
nach einem negativen Ergebnis gesteigert werden, wenn die Zer- 
legung ans verschiedenen Losungsmitteln und an mehreren Ad- 
sorbenten versucht wird. Denn es wàre, wie bereits Tswett (1) 
bemerkt, redit unwahrscheinlich, daB die Adsorptionsisothermen 
von zwei Stoffen sich streng gleichartig àndern würden, falls man 
das Milieu und die adsorbierende Phase beliebig variiert. 

Die Einheitlichkeitsprobe làBt sich übrigens noch etwas weiter 
treiben, wenn man die sich nicht aufteilende Scheibe dennoch in 
mehrere Regionen zerschneidet, welche dann nach physikalischen 
oder chemischen Methoden einzeln geprüft werden. Es kommt 
nàmlich vor, daB die verschiedene Adsorhierbarkeit zwar die Tei- 
lung des Materials veranlaBt, aber zur Ausbildung einer leeren 
Zwischenschicht nicht reicht. 

In anderen Grenzfàllen begegnet man der Schwierigkeit, daB 
ein einheitlicher Stoff dennoch ein heterogenes Bild in der Saule 
liefert. Hierzu führt z. B. die oben erwàhnte, manchmal vor- 
kommende Bildung oder Zersetzung eines Salzes, wie dies z. B. 
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auf S. 146 nach Karrer und Strong für Anthocyane gezeigt wird. 
Aus physikalischen Gründen ist chromatographische Uneinheitlich- 
keit bei stark polydispersen Farbstoffiôsungen zu erwarten, doch 
steht eine genauere Prüfung solcher Verhàltnisse noch aus. 

Scheinbare Heterogenitàt, S. 139. 

b) Feststellung der Identitât bzw. der Verschiedenheit von zwei 

Verbindungen. 

Ist die Frage nach der Identitât zu entscheiden, so bereitet 
man eine gemeinsame Losung der beiden Stoffe, welche ad- 
sorptionsanalytisch geprüft wird. Es ist dann ohne weiteres er- 
sichtlich, ob das Chromatogramm nur aus einer einzigen Zone be- 
steht oder ob eine Zweiteilung des Gemenges stattgefunden hat. 
Das ^,Misch-chromatogramm'' ist der Bestimmung des Misch- 
schmelzpunktes an die Seite zu stellen, und sie erfordert in günstigen 
Fàllen kaum mehr Substanz als jene altbewàhrte Identitâtsprobe. 

c) Anreicherung eines in sehr groBer Verdünnung vorliegenden 

Naturproduktes. 

Bei biochemischen Untersuchungen leistet wohl kein Arbeits- 
gang in dieser Hinsicht mehr als das chromatographische Ver- 
fahren. Man lâBt mehrere Liter oder Hektoliter Losung durch eine 
entsprechend gewâhlte, relativ kleine Saule sickern und verwirft 
das Filtrat. So wird der VersuchsmaBstab mit einem Schlage ver- 
kleinert, ohne da6 ein langwieriges und bei empfindlichen Sub- 
stanzen bedenkliches Eindampfen nôtig gewesen wâre. 

Meist wird man das gesamte hàngengebliebene Material zu- 
nâchst ohne weitere Aufteilung eluieren, zwecks Vornahme einer 
genaueren Prüfung, oder man lôst die Komponenten anteilsweise 
heraus. Das Konzentrat wird adsorptionsanalytisch oder nach 
einer anderen Méthode verarbeitet. 

Beispiel. Isolierung von Farbstoffen aus 5000 1 Harn, nach Ko- 
SCHARA (1 — 5), S. 136. 

d) Zerlegung eines Gemisches. Naehweis, Bestimmung und Iso- 

lierung der Komponenten. 

Diese Hauptrichtung der Chromatographie ermôglicht die Lô- 
sung von sehr verschiedenartigen Aufgaben, und sie umfaBt eine 
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mannigfa/ltigo Versuchstechnik, dio an dioser St©!!© nur kurz um- 
rissen werden soll. 

Bekanntlich arbeitet die organisch-analytische Chemie in 
steigendem MaBe mit kleinen Substanzmengen. Der gewaltige An- 
stoB, den die Einführung der PREGLschen Mikroanalyse nament- 
lich der Biochemi© gegeben bat, wirkt sich in fruchtbarer Weis© 
derart ans, daB zur quantitativen Ermittlung des Molekular- 
gewichtes sowie einer Anzahl von Elementen und Atomgruppen 
nur mehr wenige Milligramme Substanz notwendig sind. Bas 
moderne Rüstzeug der Mikroanalyse konnte indessen nicht voll 
ausgenutzt werden, Solange kein allgemeines Verfabren weiteren 
Kreisen bekannt war, zur pràparativen Reindarstellung von ge- 
ringen Stoffmengen bzw. zu deren Abtrennung von ahnlicben Ver- 
bindungen oder ans einem kompliziert zusammengesetzten Ge- 
miseb. Eraktioniertes Krystallisieren fübrt im Falle sehr kleiner 
Substanzmengen meist nicht zum Ziel, und es bietet oft keine 
Handhabe zur Überprüfung der EinheitHcbkeit des Endpràparates. 

Diese methodische Lücke wird von dem TswETTscben Arbeits- 
gang auf das glücklichste ausgefüllt. Chromatographisch bereitete 
und in der Saule als bomogen befundene Kôrper steben zur Mikro- 
analyse bereit. 

Selbstverstàndlich kann aber der VeTSuchsmafSstab vetgrof^cTt 
werden ; schon jetzt arbeitet man in einzelnen Laboratorien, wenn 
nôtig, mit mehreren Kilogrammen Adsorbens, in einem Ansatz, 
Auch der Einfübrung der TswETTschen Méthode in den Eabrik- 
betrieb steht in geeigneten Fallen nichts im Wege, so daB eine 
entsprechende Ausdehnung der Patentliteratur mit Bestimmtheit 
vorausgesagt werden darf. 

J© verwickelter das Ausgangsmaterial, um so schwieriger ist 
seine Zerlegung, welche aber durch erneuerte, mit den einzelnen 
Fraktionen wiederbolte Chromatographie verbessert und zu 
Ende gefübrt werden kann. 

în der Laboratoriumspraxis wird ein pràparatives Eriassen der 
bomogenen Teülôsungen manchmal unterbleiben mhssen, namlich 
Z, B. dann, wenn die von derîîatur dargebotene Substanz nicht 
einmal für eine Mikroanalyse hinreicht. Auch sonat begnügt man 
sich oft mit dem Nachweis und mit der Bestimmung des Stoff- 
inhaltes, welcher in den Teüeluaten vorliegt. Hierzu sind aile ge- 
bràuchlichen Verfabren brauchbar. Gerade darin besteht ja ein 
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Vorteil der hier behandelten Methodik, daB man, zumindest in 
einfacheren Fàllen, fast ohne Verlust arbeitet und schlieBlich 
irgendwelche physikalischen oder chemischen Operationen vor- 
nehmen kann. 

Handelt es sich um Farbstoffe, so liegen spektroskopische und 
colorimetrische Messungen an der Hand; bei schwach gefàrbten 
oder farblosen Substanzen greift man zu anderen Methoden, unter 
Umstânden auch zum Tierversuch. 

e) Reinigung einer Substanz, z. B. eines technischen Produktes von 

Begleitern. 

Zur Losung derartiger Aufgaben genügt ein vereinfachter Ver- 
suchsgang, indem nur die Hauptzone bearbeitet wird, wàhrend 
man die sonstigen Sàulenteile verwirft. War eine vollkommene 
Reinigung beabsichtigt, so ist die Adsorptionsanalyse bis zum voll- 
stàndigen Verschwinden der Nebenzonen zu wiederholen. Selbst 
wenn die Saule nur so belanglose leere Zwischenràume aufweist, 
daB eine scharfe Abteilung durch Zerschneiden nicht moglich ist, 
verbessert man den Reinheitsgrad durch Wiederholung der Chro- 
matographie in steigendem MaBe, da die absolute Menge der 
Begleiter rasch abnimmt. 

Besonders einfach gestaltet sich der Versuch, wenn aus einem, 
in seiner Hauptmenge farblosen Pràparat ein Pigment aüszu- 
schalten ist, dessen Schicksal man mit dem Auge verfolgen kann, 
oder wenn die Adsorptionsaffinitàten von Haupt- und Neben- 
komponente so stark voneinander abweichen, daB eine der beiden 
leicht durch die Kolonne làuft und quantitativ in das Filtrat ge- 
langt. 

Auch hier erôffnen sich gewisse technische Ausblicke, in engem 
AnschluB an bereits geübte Verfahren der fabrikatorischen Ad- 
sorptionsreinigung . 

Beüpiele S. 163. 

î) Kennzeiclinung und Kontrolle von Handelswaren. 

Ba einem kàuflichen Produkt bestimmter Herkunft und Quali- 
tàt (sofem es lôslich oder extrahierbar ist) ein ganz bestimmtes 
Chromatogramm zukommt, bieten sich auch für die Warenkunde 
(u. a. für die praktische Pharmazie) vielfache Hilfsmittel. Hier 
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besteht die Aufgabe nicht darin, irgendwelche Trennungen vor- 
zunehmen, sondera, um die môglichst scharfe Kennzeichnung des 
Materials und eventuell um die Aufdeckung von Verfàlschungen. 
Im Verlaufe solcher Adsorptionsanalysen wird man nicht selten 
auch die auf S. 71 erorterte Ultraviolettbelichtung der Saule vor- 
nehmen. 

Als ein Ansatz in dieser Richtung erscheint die Arbeit von 
Grassmann sowie von Grassmann und Lang (S. 188). Die von 
ihnen bereiteten Chromatogramme waren in einigen Fàllen zur 
raschen Unterscheidung von Gerbstoffen verschiedener Herkunft 
geeignet. Ferner sei die Aufmerksamkeit auf Angaben von Ruggli 
und Jensen (1, 2) gelenkt, betreffend Beurteilung gewisser Teer- 
farbstoffe (S. 152). Chromatographischer Nachweis von Verfàl- 
schungen des Weines: S. 148 (Mohler und Hâmmerle). 


Zur Geschichte. 

Als 1910 das zusammenfassende Werk von Tswett (1), ,,Die 
Chromophylle in der Pflanzen- und Tierwelt‘‘, erschien, ist das 
1906 eingeführte chromatographische Verfahren auBerhalb seines 
Laboratoriums kaum angewandt worden. Tswett zitiert ledig- 
lich Arbeiten von Krânzlin sowie von Stoklasa, Brdlik und 
Ernest, welche teils polemischen Inhaltes sind. Wie bereits er- 
wàhnt, ist die ganze Entwicklung der neuen Methodik von dem 
Studium des Blattgrüns ausgegangen. Tswett war von der Trag- 
weite seiner Entdeckung und von der Zuverlàssigkeit des Ver- 
fahrens so tief überzeugt, daB er — obwohl seine Versuche nicht 
bis zur Isolierung von Prâparaten gediehen sind — trotz aller An- 
griffe daran festhielt, daB das Chlorophyll ein Gemisch zweier 
Komponenten ist, ebenso das damalige Phàophytin. Gleichfalls 
auf Grund chromatographischer Beobachtungen erklàrt Tswett, 
daB das sog. ,,krystallisierte Chlorophyll^ kein Naturprodukt sein 
kann und aus zwei Bestandteilen bestehen muB. Er erkennt, daB 
der Unterschied zwischen krystallisiertem und amorphem Chloro- 
phyll mit der Dualitàt des nativen Pigments nichts zu tun hat 
(Tswett 1, 4, 8, 10, 13, 15, 16, 20, 21). 

In den beiden nachfolgenden Jahrzehnten blieb die neue Ver- 
suchstechnik fast unbeachtet, wobei der Umstand mitspielt, daB 
das erwàhnte TswETTsche Buch nur in russischer Sprache ge- 
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druckt wurde. Man kann das von 1906 bis 1931 reichende Viertel- 
jahrhundert als die Latenzzeit in der Geschichte der Chromato- 
graphie bezeichnen. 

Einige, nachfolgend erwâhnte, vereinzelt gebliebene Ab- 
handlungen stammen ans dieser Frühperiode. 

. Wohl der erste Forscher, von dem die Bedeutung der Tswett- 
schen Methodik erkannt wurde, war Dhéré, in dessen Labora- 
torium die adsorptionsanalytische Arbeitsweise seit 1911 in Ge- 
brauch steht. Er lieB von seinen Schülern Rogowski und Vegezzi 
Experimentaluntersuchungen ausführon, u. a. über die Bestand- 
teile des Blattgrüns, über Schneckenleberfarbstoffe, über das 
alte ,,Tetronerythrin‘‘ usw. Gleichzeitig wurden biochemisch 
wichtige Versuche von Palmer (meist mit Eckles) mitgeteilt, 
betreffend die chromatographische Untersuchung des Milchfett- 
pigments sowie anderer pflanzlichen und tierischen Produkte 
(1913 — 1914). Auch hat Palmer (1) in seiner, in englischer Sprache 
verfaBten Monographie nachdrücklich auf die TswETTsche Idee 
hingewiesen (1922). 

Etwas spàtere Arbeiten stammen von Coward (1924), ferner 
von Lipmaa (1926) und betreffen Blumenauszüge bzw. die Schei- 
dung von Rhodoxanthin und Xanthophyll. 

Die Blütezeit der Chromatographie datiert seit 1931 und ist vor 
allem durch die Übertragung der Versuche in den praparativen 
MafJstab gekennzeichnet. 

Tswett arbeitete mit kleinen Stoffmengen und pflegte die 
gelosten Farbstoffe nicht abzuscheiden. So kann te man ihie Kry- 
stallisierbarkeit kaum und sie gelangten auch nie zur chemischen 
Analyse. Deshalb blieb manche gu te Beobachtung unbemerkt oder 
sie wurde stillschweigend angezweifelt. DaB aber bereits Tswett (1 ) 
die pràparative Anwendbarkeit der Chromatographie bewuBt war, 
zeigt U. a. sein Versuch, in welchem die Isolierung von ,,Lecithin“- 
Krystallen aus frischem Eigelb durchgeführt wird. 

Derartige, vereinzelte Beobachtungen sind indessen ohne all- 
gemeineren EinfluB auf die chemische Arbeitsweise geblieben. Das 
TswETTsche Verfahren gewann erst zu einem Zeitpunkt Aktualitàt, 
als aus den klassischen Enzymforschungen von Willstâtter und 
seiner Schule bereits bekanntgeworden war, daB man durch plan- 
màBig geleitete Adsorptionen und Elutionen überraschend feine 
strukturelle Unterschiede pràparativ erfassen kann. 
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Die Chromatographie wurde anfangs 1931 von Kuhn und 
Lederer, sowie von Kuhn, Winterstein und Lederer mit Er- 
folg in die pràparative Chemie der Polyenfarbstoffe eingeführt. Die 
erstere Arbeit betrifft die Zerlegung des damais gerade 100 Jahre 
lang bekannt gewesenen Carotins in seine Komponenten, nebst 
Isolierung von (X- und )3-Carotin, wàhrend die letztgenannten 
Autoren ans verschiedenen Pflanzenteilen Lutein gewinnen und 
den Eidotterfarbstoff aufteilen konnten. So ging die 1910 ge- 
machte Voraussage von Tswett (1) in ErfüUung: ,,Sehr moglich, 
daB das Blattcarotin kein chemisches Individuum ist, sondern ein 
Gemisch von zwei oder von einigen Homologen, welche man mit 
Hilfe der Adsorptionsmethode voneinander scheiden konnte, unter 
Benutzung geeigneter Adsorbenten.“ — Noch Ende 1931 hat 
Petter, wohl unabhàngig von den erwàhnten Forschern, die Auf- 
teilung von Bacterio-ruberin vorgenommen, gleichfalls in pràpara- 
tivem MaBstab. 

In den letzten Jahren verhalf die pràparativ angewandte Chro- 
matographie, namentlich in den Hànden von Karrer sowie von 
Kuhn, ferner von Winterstein u. a., vor allem die Chemie der 
Carotinoide zu einem neuen Aufschwung, so daB diese Methodik ans 
dem erwàhnten Gebiet gar nicht mehr weggedacht werden kann. 
Die Versuche erstrecken sich nicht nur auf hôhere Pflanzen, son- 
dern auch auf Algen-, Pilz- und Bakterienfarbstoffe (Chargaff, 
Heilbron, Karrer, Lederer, Willstaedt u. a.) sowie auf das 
tierische Lipochrom (Brockmann, v. Euler, Heilbron, Karrer, 
Kuhn, Willstaedt, Winterstein, Zechmeister und Tuzson 
usw.). 

Es lag nahe, auch das mchtigste Pflanzenpigment, das Blatt- 
grün, einer modernen Bearbeitung zu unterziehen. Die schon von 
Tswett nachgewiesenen, aber erst von Willstâtter und Stoll 
isolierten und nàher untersuchten Chlorophylle a und b wurden 
von Winterstein und Stein (2, 3) in ausgezeichnetem Reinheits- 
grad auf chromatographischem Wege bereitet. Betreffend Bak- 
terienchlorophyll und seiner Abbauprodukte sei u. a. auf For- 
schimgen von H. Fischer hingewiesen. DaB auch das Gebiet der 
physiologisch wichtigen Flavine (Karrer, Koschara, Kuhn) 
sowie anderer Naturfarhstoffe entscheidende Fôrderung erhielt, 
wird noch spàter darzulegen sein. Die Aufteilung von wasserlôs- 
lichem Anthocyan ist kürzlich KArrer und Strong gelungen. 
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Qualitative Versuche über künstliche Farbstoffpràparate stam- 
men bereits von Tswett (1); er bat aus petrolàtherischer Lôsung 
Z. B. kàufliches Fettblau und Sudan III in mehrere Zonen zerlegt. 
Wasserlosliche und sonstige Teerfarbstoffe wurden von Ruugli und 
Jensen (1,2) verarbeitet. 

Ein unerschôpfliches, methodisch eben erst erschlossenes Ge- 
biet umfabt die Untersuchung und Aufteilung von farhlosen Sub- 
stanzen in der Saule. Auch diesbezüglich findet man Tastversuche 
bei Tswett (1), die aber nicht weit gediehen und in Vergessenheit 
geraten sind. Jüngst wurden in die moderne Arbeitstechnik ver- 
schiedene Kunstgriffe eingeführt, um die Schichtung sichtbar zu 
machen, damit der Gang des Versuches besser verfolgt und das Zer- 
schneiden der Saule planmàBig vorgenommen werden kônne. Nahe- 
liegend sind Farbreaktionen, die mit Filtraten, Eluaten, aber auch 
in der Kolonne selbst sich ausführen lassen. Ganz besonders ent- 
wicklungsfàhig ist die Belichtung des Adsorptionsrohres mit der 
Quarzlampe, wodurch man oft in die Lage kommt, verschieden- 
artig fluoreszierende Scheiben zu unterscheiden (,,î7Z^m-chromato- 
graphie“). Diese Arbeitsweise wurde einerseits von Winterstein 
und ScHÔN (1), anderseits vonKARRER und Schôpp (2) empfohlen 
(1933—1934). 

W asserlôsliche Substanzen kônnen chromatographisch und 
ultrachromatographisch bearbeitet werden, sie erfordern aber 
meist eine entsprechend umgestaltete Versuchsführung. Leit- 
gedanken hierzu verdankt man Koschara. 

Es war im obigen nur beabsichtigt, die geschichtliche Ent- 
wicklung mit wenigen Zügen zu umreiBen. Im Speziellen Teil 
findet man nàhere Angaben über den derzeitigen Anwendungs- 
bereich der Méthode. Es wird von dort aus ersichtlich sein, daB 
das Adsorptionsverfahren ein unentbehrhches Hilfsmittel auch bei 
zahlreichen Synthesen geworden ist. Was femer die biochemisch 
und biologisch wichtigen Stoffe betrifft, so werden die groBen Fort- 
schritte auf dem Vitamingebiet hervorzuheben sein. Bekanntlich 
hat Karrer (mit More und Schôpp) 1931—1933 reine A-Vitamin- 
Prâparate chromatographisch gewonnen (s. auch die Forschungen 
von Heilbron, Holmes und ihrer Arbeitskreise). Das Vitamin Dg 
wurde jüngst von Windaus, Schbnck und Werder als Kunst- 
produkt, von Brockmann (3) aus einem Leberôl mit chromato- 
graphischen Hilfsmitteln bereitet. Auf dem Gebiete der Enzyme, 
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Co-Fermente, biochemischen Aktivatoren usw. erôffnet sich für 
die Forscher ein breites Feld (vgl. Euler und Adler; Euler 
und Schlenk). 

Vorgange, die mit der in einer Richtimg erfoigenden Durchstrô- 
mung der TswETTschen Kolonne vergleichbar sind und zu lokalen 
Stoffanreicherungenführen,dürftenauch irnlehendenGewehe&xizntTeîÎQXi 
soin. Ferner kônnen gewisse geologisehe Prozesse (nach Treibs) von 
diesem Gesichtspunkte aus betrachtet werden. 

Die recht zersplitterte Literatur nahm in den letzten Jahreii 
einen bedeutenden Umfang an, was aus den, im Verzeichnis ab- 
gedruckten Zitaten am besten hervorgeht. Die erste moderne, aus- 
führliche Zusammenfassung stammt von Winterstein (1 ) ; kürzere 
Sammelreferate wurden von Armstrong, Cook, Dam, Hesse, 
Lederer(I), Sôrensen (3), Stix, Valentin, Willstaedt (1) 
sowie von den Verfassern (1) geliefert (s. auch Zechmeister 1). 
Es ist erfreulich, daB die chromatographische Méthode bereits Ein- 
gang in mehrere, für das Hochschulpraktikum bestimmte Lehr- 
bûcher gefunden hat (Bernhauer; Bertho und Grassmann; 
Gattermann und Wieland). 

Die theoretischen (Jrundlagen der Chromatographie 

wurden bereits von ihrem Entdecker erkannt. Es handelt sich 
offenbar um eine Auswahl, auf Grund der verschieden stark tvirk- 
samen Adsorptionsaffinitaten mehrerer Stoffe^ in gemeinsamer Lôsung, 
gegenüber dem gleichen Adsorhens, Die einzelnen Komponenten 
schichten sich dann in der sinkenden Reihenfolge ihrer, auf die 
Oberflàchenspannung ausgeübten, vermindernden Wirkung. Über 
die bei der üblichen chromatographischen Arbeitsweise sich ab- 
spielenden Teilvorgànge sei zusammenfassend folgendes ausgeführt, 
zumeist in Anlehnung an die Gedankengànge von Tswett (1). 
Wir verfolgen der Einfachheit halber das Schicksal eines Farbstoff- 
gemisches und môchten betonen, daB die Chromatographie farb- 
loser Substanzen grundsàtzlich ebenso verlauft. 

Betrachtet man die gesamte Aufnahmefahigkeit einer gege- 
benen Adsorbensmenge als konstant, so werden sich um diese 
Oberflâchenkràfte aile in der Lôsung vorliegenden Substanzen 
gleichzeitig, jedoch mit ganz verschiedenem Enderfolg bewerben. 
Reicht die Masse des Adsorptionsmittels zur Bindung des gesamten 
Pigments nicht aus, so wird nur die mit der starksten Affini- 
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tàt ausgestattete Farbstoffart festgehalten und hierdurch die ad- 
sorbierende Oberf lâche ,,erschopft“. 

Dies ist in der Tat der Fall, wenn die auf die Saule gegossene 
Lôsung zunàchst mit der obersten, hinreichend dünn gedachten 
Scheibe in Berührung kommt. Durch das Passieren der letzteren 
ist also die Losung nur in bezug auf ihren best-adsorbierbaren 
Inhaltsstoff verdünnter geworden. Ansonsten blieb sie un ver- 
àndert und tritt nun in die nàchst-tiefer liegenden Bezirke ein, 
wo der Restbetrag der erwàhnten Substanz allmàhlich erschôpft 
und festgehalten wird. Sofort übernimmt ihre Belle eine andere 
Verbindung, welche in bezug auf die Adsorbierbarkeit an die erste 
Stelle vorgerückt ist und an der die stetig weiter sickernde Flüssig- 
keit bald ebenfalls verarmt, nachdem auch dieser zweite Farbstoff , 
unterhalb des ersteren, sich in der Saule abgelagert hat. So lauft 
das Spiel weiter, bis die Losung praktisch farblos geworden ist 
und bis man schlieûlich, in der von oben nach unten geltenden 
Reihenfolge der ausgebildeten Farbzonen, ein Schéma der Adsorp- 
tionsrangordnung erblickt, welche aile Komponenten der Roh- 
lôsung umfaBt. 

Die gegebene Beschreibung der bei dem Zustandekommen des 
Chromatogramms verlaufenden Vorgànge ist indessen nur in 
groben Zügen zufriedenstellend, und sie harrt noch der Ergànzimg 
in bezug auf feinere Teilprozesse. Denn offenbar trifft die An- 
nahme nicht streng zu, dai3 die Oberf lâche jedes einzelnen Korn- 
chens von vornherein und ausschlieOlich die mit der grôBten 
Affinitàt ausgestattete Komponente binde. Vielmehr werden auch 
Bruchteile des übrigen Farbstoffinhaltes in der Elementarschicht 
hàngen bleiben; sie werden jedoch von der stetig nachfolgenden 
,,stàrksten“ Komponente aus ihrer Adsorptionsverbindung ver- 
drangt: sie verlassen die feste Phase und gelangen wieder in Losung. 
Nach der Freilegung werden sie von dem Flüssigkeitsstrom in den 
nâchst-tiefer liegenden Bezirk mitgerissen, wo sie, vorübergehend 
fixiert, wiederum eine Verdrângung erleiden. Dieser Anteil lagert 
sich endgültig erst ab, wenn nichts „Stàrkeres“ mehr nachkommt, 
wenn also der Farbring des Verdrângers in einem hoher liegenden 
Sàulenteil bereits fertig ausgebildet ist. 

Die experimentellen Stützen dieser Anschauung reichen bis zu 
Tswett zurück. Auch wir hatten wiederholt Gelegenheit, diese 
eigenartigen Verhâltnisse zu beobachten. So wurde z. B. die Lô- 



16 


Grimdlagen. 


sung eines homogenen. gelben Polyenfarbstoffes in die Saule ge- 
führt, welcher in der Nàhe des oberen Bandes hàngen blieb. Nach- 
dem das Chromatogramm sich stabil ausgebildet batte, haben wir 
die Losung einer zweiten, und zwar stàrker adsorbierbaren, roten 
Verbindung aufgegossen, mit dem Ergebnis, daB der früher er- 
haltene Farbring alsbald nach unten wanderte und seinen Platz 
an das zweite Pigment abtrat (Abb. 31 — 32, S. 192). Wiederholt 
man jedoch den Versuch in der umgekehrten Reihenfolge der 
Farbstoffe, so findet eine derartige Verdràngung nicht statt: Die 
Losung des spâter eingeführten (schwàcher adsorbierbaren) gelben 
Farbstoffes passiert jetzt den bereits fixierten roten Bezirk, um 
eine tiefer liegende Stelle zu belegen. In beiden Fàllen erhàlt 
man schlieBbch das nàmliche Chromatogramm. Àhnliche Erfah- 
rungen haben Ruggli und Jensen (1, dort S. 636) an Azofarb- 
stoffen gemacht. 

Un ter sonst gleichbleibenden Versuchsbedingungen ist also nur 
die Reihenfolge der einzelnen Korper gegeben, wàhrend der in dem 
Adsorbens absolut eingenommene Platz jedes Farbstoffes von der 
Art der ührigen abhàngt. 

Intéressant sind auch die Vorgànge, die sich beim ,,Entwickeln'' 
des Chromatogramms abspielen. Saugt man reines Losungsmittel 
nach, so wird (den einzelnen Adsorptionskoeffizienten entspre- 
chend) Farbstoff herausgelôst ; die Verteilung zwischen den beiden 
Phasen steuert in der Elementarschicht dem betreffenden Ad- 
sorptionsgleichgewicht zu. Ist dasselbe erreicht worden, so ver- 
làBt die Losung, in bezug auf die Konzentration an dem betreffen- 
den Farbstoff, unveràndert die Elementarzone. Sobald sie jedoch 
auf pigment-freie Bezirke stôBt, setzt von neuem Adsorption ein 
und nun làBt sich der Farbstoffinhalt von einer Reihe dünnge- 
dachter Scheiben schlieBlich vollstàndig abfangen. Die Flüssigkeit 
flieBt also farblos weiter, nachdem ihr Pigmentgehalt, im Verlaufe 
der erwàhnten Vorgànge, allmàhlich von Null bis zu einem Grenz- 
wert angestiegen ist, um wieder auf Null zu faUen (Tswett). 

Solche Vorgànge spielen sich an zahllosen Stellen der Ad- 
sorptionssàule gleichzeitig ab. Je de Volumeinheit der Wasch- 
flüssigkeit lôst Bruchteile des Farbstoffes heraus und transportiert 
sie nach einem tiefer liegenden Bezirk der Kolonne. Das Intégral 
aller Teilprozesse kommt in einem langsamen Abwartswandern 
sàmtlicher Pigmentkomponenten zur Geltung. Es ist klar, daB 
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die Wanderung der einzelnen Zonen, schon mit Rücksicht auf die 
Verschiedenheit der Adsorptionskoeffizienten, mit ungleichen Ge- 
schwindigkeiten einsetzen und verlaufen wird. Im allgemeinen 
werden die am schwàchsten adsorbierten und leichtest eluierbaren 
Komponenten am raschesten nach unten geführt. Da aber gerade 
seiche Farbstoffe schon von Haus aus die untersten Abschnitte 
des rohen Chromatogramms gebildet haben, müssen sich die weiBen 
Zwischenràume wàhrend des Entwickelns vergrô^ern oder sie zeigen 
sich überhaupt erst jetzt (Abb. 33, 34, 35, S. 193). Das Chroma- 
togramm dehnt sich aus; die Einzelschichten werden schàrfer 
ausgepràgt, sehr zum Vorteil des Experimentators, der nun die 
aus dem Rohr gedrückte Saule zu zerschneiden hat. 

Über die darauffolgende Elution der individuellen Farbstoffe 
aus den Sàulenteilen sei folgendes bemerkt. Das geeignete Mittel 
hierzu ist empirisch zu wàhlen. Hat man im Hauptversuch z. B. 
Schwefelkohlenstoff, Benzin, Petrolàther, Tetrachlormethan an- 
gewandt, so bewirkt nach Tswett meist schon der Zusatz von 
etwas Sprit sofortige Elution. Man erwarte natürlich nicht, daB 
eine Verbindung aus dem Medium, in welchem sie schwer lôslich 
ist, leicht adsorbiert werde, wàhrend gute Solventen zur Elution 
geeignet seien. Oft zeigt sich gerade das Gegenteil; z. B. làBt sich 
das Carotin aus Benzin sehr gut chromatographisch festhalten und 
mit Hilfe von Alkohol eluieren, obzwar es im ersteren Solvent ver- 
hàltnismàBig reichhch, in dem letzteren so gut wie gar nicht lôs- 
lich ist* Hier handelt es sich eben nicht um einfache Lôsungs- 
vorgànge, sondern um die Zerlegung von Adsorbaten, wobei die 
Verhàltnisse betreffend Oberflàçhenspannung und auch chemische 
Faktoren mitwirken. 

Ausblicke. Wenn auch die in der Kolonne sich abspielenden 
Vorgànge, was ihr Wesen anbelangt, verstàndlich sind, so wàre 
ein weiteres Eindringen in die Problème des behandelten Gedanken- 
kreises erwünscht, im AnschluB an die bekannte physikalisch- 
chemische Théorie der Adsorptionen. 

Es kônnten Zusammenhànge zwischen dem Verhalten eines 
Stoffes in der TswETTschen Saule und seiner physikalischen Kon- 
stanten ermittelt werden, z. B. der Viskositàt der Lôsung, welche 
im Verlaufe des Versuches zunàchst stândig abnimmt. Auch müssen 
zu den Difjusiomgeschwiifidigkeit^n und femer zum Fàrbevermôgen 
auf Faaerstofferi Beziehuncfen bestehen. Die letzteren Problème 
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wurden von R/UGGLI und Jensen (1) angeschnitten. Es hat sich 
in mehreren, aber nicht in allen untersuchten Fàllen gezeigt, daô 
Teerfarbstoffe, die in Gélatine langsamer diffundieren, mittels Alu- 
miniumoxyds leichter festzuhalten sind. Eine allgemeiner verwert- 
bare RegelmàBigkeit erblickt man noch nicht. 

Es fehlt eben an einer gut ausgearbeiteten theoretischen 
Grundlage, welche auch für den Spezialfall der TswETTschen An- 
ordnung nur im Rahmen der Elektronentheorie geschaffen werden 
kônnte. Die Bedingungen zur stabilen Festhaltung in der Saule 
hàngen auch hier u. a. von dem Molekülfeinbau des Losungsmittels 
ab; Z. B. wird das Vitamin A aus dem homàopolaren Cyclohexan 
viel leichter aufgenommen als aus dem heteropolaren Chloroform 
(Bowden und Bastow). 

Besonders dankbare Problème bieten sich auf dem Gebiete 
der Elutions- und namentlich der Verdràngungsvorgànge, wenn jene 
auch keineswegs leicht vorauszusehen sind. Es handelt sich, sogar 
im einfachsten Falle, um die Wechselwirkung von Adsorbens, 
Lôsungsmittel und zweier gelôsten organischen Verbindungen. DaB 
nicht nur die Geschwindigkeit eines Verdràngungsvorganges von 
der Beschaffenheit der festen Phase abhângig ist, sondern auch 
dessen Richtung, geht z. B. aus der (keineswegs alleinstehenden) 
Angabe hervor, dafi die Kalksàule oben das Follikulin und in 
einem tiefer liegenden Bezirk das Indirubin festhàlt, wâhrend auf 
Tonerde eine umgekehrte Schichtenfolge beobachtet wurde (Du- 
SCHINSKY und Lederer). Das theoretische Studium verwickelterer 
Vorgànge, das ,,Vielkôrper-Problem“ der Chromatographie, er- 
scheint ebenfalls als zeitgemâB. 

Eine andere Art von Verdràngung stellt sich ein, wenn gleich- 
zeitig mit der Adsorption gewisse Atomgruppen aus der festen 
Phase entfernt werden, um dem aufzunehmenden Stoff Platz zu 
machen. Ein schônes Beispiel hierfür wurde von Kolthoff, 
V. Fischer und Rosenblum (s. auch Kolthoff und Rosenblum) 
am Bleisulfat studiert. Bindet dieses Adsorbens den Triphenyl- 
methanfarbstoff Wollviolett 4BN, so werden an der Oberflàche 
der festen Phase Sulfationen durch Farbstoffionen ausgetauscht: 

PbS04 + Wollviolett— ^Pb Wollviolett + 804-- 
(Oberflàche) (Lôsung) (Oberflàche) (Lôsung) 

Die ersteren gelangen in die Lôsung, wo auch Natriumionen aus 
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dem Farbstoff verblieben sind. Die Verwertung solcher Beob- 
achtungen bei der Chromatographie wàre erwünscht. 



^N— CHa— 
\=N(C,H,), 

Ôh 


>— SOoNa 


SOgNa 


Wollviolett 4BN . 


Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB die physi- 
kalisch-chemische Untersuchung von Teilvorgàngen, die speziell 
in der TswETTschen Saule verlaufen, noch ausbaufàhig ist. 


Ziisammenhang zwischen Chromatogramm und 
Konstitiition. 

Es befriedigt nicht, wenn man das Verhalten zahlreicher Ver- 
bindungen in der TswETTschen Saule empirisch festlegt, sondern 
es müssen die Beziehungen zum molekularen Bau nàher erforscht 
werden. Diese Arbeit ist noch wenig fortgeschritten, sie liefert je- 
doch bereits einige Stützen für den Experimentator, nàmlich die 
Voraussage des Adsorptionsverhaltens für bestimmte Fàlle sowie 
au ch Rückschlüsse auf die Strukturformel, auf Grund eines chro- 
matographischen Versuches. 

Es wird noch systematisch zu prüfen sein, wie feine Unter- 
schiede für die Trennung von zwei Substanzen hinreichen, inwie- 
fern z. B. Stereoisomere im Chromatogramm auseinandergehalten 
werden. Es sei in diesem Zusammenhang die^ gelungene Frak- 
tionierung von cis- und trans-Bixin, ferner von cis- ünd trans- 
Crocetin-dimethylester erwàhnt (Wintebstein und Stein 1, 
WlNTERSTEIN 1). 

Nachstehend werden über den EinfluB von gewissen Atom- 
gruppen auf die Stàrke der Adsorptionsaffinitàt Angaben ge- 
macht, 80 weit dies schon heute tunlich ist. 
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1. Synthetische Polyene. 

Die Poly-ene enthalten ein mehr oder minder langes System 
von lûckenlos konjugierten C-Doppelbindungen in offener Kette. 
Die Vertreter dieser Reihe sind streng analog gebaut, so daB es 
leicht ist, dasjenige Strukturelement herauszufinden, durch welches 
die Adsorbierbarkeit spezifisch gesteigert wird. Es ist dies die 
Aihylenbindung . Je langer die erwàhnte ungesàttigte Gruppierung 
sich ausdehnt, um so stàrker gibt sich die Adsorptionsaffinitàt 
kund, was theoretisch einleuchtend ist. Das Beispiel der von 
Kuhn und Winterstein (5) dargestellten Diphenyhpolyene, mit 
der allgemeinen Formel 

CeH5~(CH = CH)„— CeHs 

zeigt nach Winterstein und Schôn (2) den EinfluB, den der Mehr- 
gehalt an einer einzigen Doppelbindung auf das Verbal ten in der 
Adsorptionssâule ausübt (Tabelle 1): 

Tabelle 1. Adsorptionsrangordnung der 
D i P h O n y 1 * P O l y e n 0 . 

Stârkste = CH~CH - CH— CH - CH— CH = CK— C^H^ 

Ads. Diphenyl-octatetraen. 

CgHs— CH = CH— CH = CH— CH - CH— CgH^ 

Dlphenyl-hexatrien . 

CgHs— CH == CH— CH = CH— CgHg 

Diphenyl-butadicii. 

C.Hs— CH=CH— CeH^ 

Stilben. 

schwàchste FgHg — CgHg 

Ads. Diphenyl. 

Nach der Entwicklung nehmen die genannten Homologen scharf 
geschiedene Plàtze im Chromatogramm ein, was besonders schdn 
im ultra violetten Licht sich vorführen làBt: oben erblickt man 
zwei verschieden gelb aufleuchtende, darunter in drei verschiedenen 
Blau fluoreszierende Zonen. 

Wird der Benzolring durch gewisse heierocyclischè Gebilde er- 
setzt, so bleibt der adsorptionssteigernde EinfluB der konjugierten 
Doppelbindungen bestehen. Nach Ruggli und Jensen (1) enthàlt 
das aus wàBriger Lôsung bereitete Al 203 -Chromatogramm, im 
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Rahmen der von Kuhn, Winterstein und Balser studierten 
(teils unverôffentlichten) IndoUnin-Reihe, den blauen Farbstoff 
oben, den gelben im untersten Bezirk. Auch hier laufen also Farb- 
tiefe und Adsorptionsaffinitàt parallel (Tabelle 2): 


Tabelle 2. Adsorptionsrangordnung einiger 
Indolcninfarbstoffe. 


Starkste CH3 CH 

Ads. 


CH3CH3 

■ I ^ 

~c c- 

C=CH— CH=CH— CH=CH— CH=CH— C 

\/ 

N N 

CH3 


Indoleiiiii-blaii. 


CH3CH3 

' . I 


CH3 CH3 


-C c 

i-CH— CH= CH— CH=CH— C 

n’ 


CH.» 


Cl CH, 


Indolenin-violctt. 


CHj CH, 

'\-c 




CH— CH-CH- 


CH3 CH3 
C- 

-i 

\/\/ 

N 


CH 

Indolenin-rot (Astraphloxin). 


3 Cl CH3 


schwâchste 

Ads. 


CH3 CH3 CHg CH3 

\ \l i. 

-C C- 


C=CH— i 


N 

I 

CH. 


N 

ci^\:H, 


Indolenin-gelb. 
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2. Natürliche Polyene: Carotinoide. 

Wie bekannt, sind die Carotinoide fettlôsliche, wasserunlôsliche, 
gelbe bis violette Farbstoffe, welche sich von dehydrierten Isopren- 
resten ableiten. Ihr ganz oder vorwiegend aliphatischer Charakter 
kommt in den S. 25 — 27 stehenden Symbolen zum Ausdruck 
(0, 1 oder 2 Jononringe). Von den oben besprochenen synthetischen 
Polyenen unterscheiden sich die Carotinoide am auffallendsten durch 
die mehrfache Verzweigung des Kohlenstoffskelettes (Nâheres in der 
Monographie von Zechmeister 1). 

Die Carotinoide im engeren Sinne (mit C^q) bieten ein ge- 
eignetes Material für die angedeutete Untersuchung, betreffend 
Adsorptionsverhalten und Struktur. Die allgemeine Gestalt des 
Molektils ist bei sàmtlichen Vertretern dieser Pigmentklasse über- 
einstimmend, ebenso die Lage und Bindungsart der 22 mittleren 
Kohlenstoff atome. Auf Grund der Strukturformeln lassen sich 
die folgenden Begeln ableiten (Tabelle 3 — 6, S. 23 — 27). Bei sonst 
analogem molekularen Bau ist die Adsorptionsaffinitdt starker, also 
die in der Saule relativ eingenommene Stelle hôher liegend: 

1 . wenn die Anzahl der Doppelbindungen groBer ist (Beispiel : 
Ly copin und y-Carotin), 

2. wenn bei gleicher Anzahl solcher Bindungen aile konjugiert 

sind (Beispiel: und ^x-Carotin), 

3. wenn im Falle identischer ungesâttigter Système Hydroxyl 
im Molekül vorkommt (Beispiel: Kryptoxanthin und ^-Carotin), 

4. wenn die Anzahl der OH-Gruppen steigt (Beispiel: Zeaxan- 
thin und Kryptoxanthin) und 

5. wenn an Stelle einer C-Doppelbindung konjugiertes Carbo- 
nyl steht (Beispiel: Capsanthin und Zeaxanthin). 

Ahnliches gilt nicht nur für die nativen Carotinoide, sondern 
auch für deren künstliche Abbauprodukte, z. B. Carotinon und 
Semi-^-carotinon (Kuhn und Brockmann 6, 10: Tabelle 7, S. 28). 

Über die Beziehung zwischen Farbe und Adsorptionsverhalten 
s. S. 21, 30 und 92. 

Die Haftfestigkeit eines Polyens an der adsorbierenden Ober- 
f lâche geht also mit der GrôBe derjenigen Kràfte parallel, die in 
der âlteren Chemie un ter dem Begriff ,,Partialaffinitât“ zusammen- 
gefaBt wurden. Dazu kommt noch die spezifische Wirkung des 
Hydroxyla, welche z. B. auf CaCOg, Ca(OH )2 oder AlgO., viel starker 
und wohl in ,,chemischem“ Sinne zum Ausdruck kommt als der 
Mehrgehalt an 1 konjugierten Doppelbindung. So nimmt das 
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Lutein (mit nur 10 konj. F) einen hôheren Platz in der Saule ein 
als das Lycoxanthin (11 konj. F), wobei die grôfiere Anzahl der 
Hydroxyle (2 gegen 1) entscheidend ist (Tabelle 6, S. 26). Als 
merkwürdig erscheint dort auch die Einordnung des Rhodoxan- 
thins. Dieses Keton (12 konj. F, daran anschlieBend 2 Carbonyle, 
kein Hydroxyl) steht tiefer als die Polyenalkohole mit nur 11 C- 
Doppelbindungen. Auch hier denkt man wohl an einen besonders 
starken AnschluB des Hydroxyls an das Adsorptionsmittel. 

Wird die OH-Gruppe verestert^ so sinkt die Adsorptionsaffinitàt 
des Carotinoids in auBerordentlichem MaBe, so daB das Verhalten 
an sauerstoff-freie Polyene erinnert. In der Rangordnung steht 
Zeaxanthin-dipalmitat (Physalien) nicht nur tiefer als Zeaxanthin, 
sondern seine Adsorbierbarkeit wird sogar von dem Kryptoxanthin 
übertroffen. 1 imverestertes Hydroxyl ist also weit stàrker wirk- 
sam als mehrere veresterte. Ferner kommt die grôBere Lange des 
konjugierten Systems auch beim Rhodoxanthin sofort zur Geltung, 
wenn es z. B. mit freiem und mit verestertem Zeaxanthin ver- 
glichen wird: in der Saule nimmt das Keton eine Mittelstellungein. 

Was speziell die Ester anbetrifft, so wird ihr chromatographisches 
Verhalten auch von der Art der sauren Kompononte mitbostimmt, 
namentlich wenn die letztere imgesâttigter Natur ist. 

Die erste Adsor plions -Rangordnung auf dem Gebiete der Caro- 
tinoide stammt von Winterstein (1) und ist in der Tabelle 3 
wiedergegeben : 

Tabelle 3. Adsorptionsreihe der wichtigsten Carotinoido 
aus Benzinlôsung, nach Winterstein (1). 


Am stârksten 
adsorbiert 


(D 

S 

Æ 

cô 

C5 

pû 


'Ê 


c: 

,0 

'■B 

Ph 

O 


am schwâchsten 
adsorbiert 


Fucoxanthin . 
Violaxanthin . 
Taraxanthin . 
Flavoxanthin . 
Zeaxanthin 
Lutein .... 
Rhodoxanthin 
Physalien . . 
Helenien . . 
Lycopin . . . 
y-Carotin . . 
/Î-Carotin . . 
(%-Carotin . . 


• G4oH5gOg 1 

. C4oH5g04 

• G40H5QO4 

• G 4 oH 5 e 03 Alkohole 

. C4oH,403 
. C4oH5g02 

. C 40 H 50 O 2 Keton ' 

• G 72 H^ 2 jq 04 Ester 

. C72H22g04 ,, 

. C4oHge 

. C 4 oH 5 gl Kohlen- 
. C 40 H 5 g wasserstoffe 
. C4oHge 


CaCOg 


AI2O3 


Adsorptionsmittel 
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Reiht man auch einige neuentdeckte Vertreter ein, so ergibt 
sich für die unveresterten, sauerstoffhaltigen Carotinoide der Reihe 
C 4 Q etwa die in der Tabelle 4 verzeichnete Schichtenfolge^: 


Tabelle 4 . Adsorptionsrangordnung von sauerstoffhaltigen 
Carotinoidon (unverestert). 


Am stârksten 

Fucoxanthin . 

C40R56G6 (Struktur unbekannt) 

adsorbiert 

Capsorubin . . 

C40H60G4 (Dioxy-diketon) 


Capsanthin . . 

C40H58O3 (Dioxy-monoketon) 


Violaxanthin . 

CdoUfiftOA^ ( 3 — 4 -wertige Alko- 


Taraxanthin . 

C4„H„04l hole) 


Antheraxanthin 

C40H56G3I 


Petaloxanthin 

CdnHfiftO^) ( 3 -wertige Alkohole) 


Flavoxanthin . 

C 4 oH,. 03 l 


Lycophyll . . 

C 4 oH 5 g 02 | 


Zeaxanthin . . 

C4oH5e02j ( 2 -wertige Alkohole) 


Lutein .... 

> C40H58O2' 


Lycoxanthin . 

C40H38O 1 


Krypto- und 

\ (l-wertige Alkohole) 

am schwàchsten 

Rubixanthin 

C 4 oH,eO J 

adsorbiert 

Rhodoxanthin 

C40H50O2 (Diketon) 


Die Tabellen 5 und 6 enthalten strukturell geklàrte Caro- 
tinoide und geben gleichzeitig deren Rangordnung. 

Ahnlich liegen die Adsorptionsverhàltnisse bei gewissen künst- 
lichen Abbauprodukten der Carotinoide (vgl. Tabelle 7, S. 28). 

3. Mehrkernige aromatische Kohlenwasserstoffe mit kondensierten 

Ringen. 

Es haben sich auch auf diesem Gebiete intéressante Bezie- 
hungen zwischen Molekülbau und Adsorptionsrangordnung er- 
geben, welche auf Grund der Arbeiten von Winterstein und 
ScHÔN (2, 3), ferner von Winterstein, Schôn und Vetter, von 
WiNTERSTEiN und Vetter sowie von Winterstein, Vetter und 
Schôn folgend skizziert werden kônnen. 

Oft zeigt sich auch hier die RegelmàBigkeit, daB der in der 

^ Nachstehende Kombinationen sind auf Grund der Literatur be- 
arbeitet worden und konnten nicht unmittelbar in der Saule ver- 
glichen werden : Fucoxanthin — Capsorubin, Lycophyll — Flavoxanthin, 
Antheraxanthin (und Petaloxanthin) — Flavoxanthin. Dieselben — 
Lycophyll. 
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Saule (relativ) eingenommene Platz um so hôher liegt, je mehr 
Doppelhindungen vorhanden sind. Besteht das Molekül ausschlieB- 
lich ans kondensierten Sechsringen, so bewirkt der gleichartige 
AnschluB eines iieuen Ringes (damit die Steigerung des C-Ge- 
haltes) eine Vermehrung der Doppelbindungen. Bei sonst gleich- 
bleibender Struktur beobachtet man dann, daB die Schichtenfolge 
im Aluminiumoxyd-Chromatogramm, von ohen nacfi unten, mit der 
Verminderung der Ringzahl parallel geht, z. B.: 

Oben: Naphtaceii CigHig: 4 Ringo, 9 F (Formel III), 

Anthracen 3 Ringe, 7 F (II), 

nnten: Naphtalin : 2 Ringe, 5 F (I). 

Na ch dem gleichen Prinzip verlàuft die Zonenbildung aus einem 
Gemisch der folgenden vier Kohlenwasserstoffe, von denen Benz- 
pyren im oberen Sàulenbezirk, Phenanthren im Filtrat ange- 
reichert wird, so daB eine Wiederholung des Adsorptionsversuches 
sclilieBlich zu einer annàhernd vollstândigen Trennung führen 
muB: 


Oben: 1,2-Benzpyren^ € 20 ^ 12 - 5 Ringe, 10 F (VII), 

Chrysen CigHig: 4 Ringe, 9 F (VI), 

Pyren 4 Ringe, 8 F (V), 

unten: Phenanthren Ci 4 Hio- 3 Ringe, 7 F (IV). 



IV. V. VI. VII. 

Phenanthren. Pyren. Chrysen. 1 ,2-Ben7.pyren 

( = „3,4-Benzpyren“). 


Als ein weiterer Beleg sei noch das folgende Chromatogramm 
angeführt : 


^ Wird auch 3,4-Benzpyren genannt. 
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Oben; 1,2 : 2',3'-5,6 : 2",3"-Dinaphtanthracen CgoHig: 7 Ringe, 
15 F (X), 

l,2-Benz-5,6-(2'-3'-naphto)-anthracen C 28 Hj 6 * ^ Ringe, 
13 F (IX), 

unten: 1,2,5,6-Dibenzanthracen C 22 H 14 : 5 Ringe, 11 F (VIII). 



VIII. 

3,2,5,6-Dibenz- 

anthraceii. 



IX. 

l,2-Bonz-5,6- 

(2',3'-naphto)-anthracen. 



X. 

l,2:2',3'-5,6:2",;3"-Di- 

naphtanthracen. 


So eindrucksvoll die erwâhnte einfache Regel ist, so reicht sie 
ziir Erklârung der Vcrhàltnisse in vielen Fàllen nicht ans, sondern 
man erkennt besondere Strukturelemente, durch welche die Ad- 
sorbierbarkeit in hohem MaBe gesteigert wird, weit tiber das Er- 
wartete hinaus. Als ein solcher Faktor erwies sich jener merk- 
würdige Zustand, in welchem die beiden mittleren, meso- Stellen 
des Anthracens sich befinden ; man denke nur an ihr überraschen- 
des Additions vermôgen. Der an jenen Stellen vorhandene, radikaU 
artige Zustand (nach Clar ungepaarte Elektronen) ist nach 
WiNTERSTEiN und ScHÔN (2) mit einer Starkung der Adsorptions- 
affinitat verknüpft. 

Nur so wird es verstàndlich, daB das 1,2-Benzpyren (5 Ringe, 
10 F, Formel VII, S. 29) im Chromatogramm tîefer steht als 
Naphtacen (4 Ringe, 9 F, Formel III, S. 29). Im Molekül des 
ersteren erscheint nàmlich gerade eine meso-Stelle von dem an- 
schlieBenden Ringsystem als besetzt, wodurch dort die „normalen“ 
Valenzverhàltnisse berges tellt werden. 

Wir gehen nun zur Erôrterung der Beziehungen zwischen 
Struktur, Adsorptionsaffinitat undFarbe üher, welche sich auf dem 
behandelten Gebiet ergeben haben. 
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Da der erwàhnte, radikalartige Zustand sowohl mit einer be- 
deutenden Farbvertiefung als auch mit einer Steigerung der Ad- 
sorbierbarkeit einhergeht, kommen auch Farbtiefe (z. B. die Lage 
des langwelligsten optischen Schwerpunktes) und Adsorptions- 
affinitàt miteinander in Zusammenhang. Dies wirkt sich, wie bei 
den Carotinoiden, in dem Sinne aus, dafi gewisse, tiefer gefârbte 
Kohlenwasserstoffe in der TswETTschen Saule hôher stehen als 
ihre Verwandten, welche kurzwelliger absorbiereA. Dasselbe gilt, 
wenn die Extinktionsmaxima in das Unsichtbare verschoben sind. 


Bezeichnend ist z. B. der Fall des orangeroten Naphtacens 
(III, S. 29). Nach Clar wird der radikalartige Zustand des An- 
thracens dur ch den linearen AnschluB eines 


weiteren Benzolkernes noch bedeutend ge- 
steigert. Demgemàb zeigt sich eine Stàr- 
kung der Adsorptionsaffinitât in der 



Saule : das Naphtacen (2,3-Benzanthracen ) 2,3,e,7-Dibenzanthracen. 


wird tester fixiert als aile anderen vierker- 


nigen Kohlenwasserstoffe der Reihe. Sogar unter den pentacycli- 
schen Verbindungen nimmt nur das gleichfalls linear gebaute 
2,3,6,7-Dibenzanthracen einen hoheren Platz als Naphtacen ein. 

Weitere Beispiele: 

a) Oben: Naphtacen (orangerot, III, S. 29), 
unten: Chrysen (farblos, VI, S. 29). 

b) Oben: Naphtacen (orangerot, III, S. 29), 

unten: 1,2,6,7-Dibenzanthracen (orangegelb. Formel folgt). 

c) Oben: 1,2,6,7-Dibenzanthracen (orangegelb), 

unten: 1,2,5,6-Dibenzanthracen (farblos, Formel folgt). 

Die Differenz im Adsorptions verbal ten der beiden letztge- 
nannten Isomeren dürfte dadurch bedingt sein, daB im einen Fall 
vier, im anderen nur drei Ringe linear angeordnet sind. Ein 
angularer AnschluB vermindert nàmlich nach Clar den anormalen 
Zustand, also auch die Farbtiefe. /X 



1,2,6,7-Dibenzaiithracen. 


1 ,2,5,6-Dibenzanthracen. 
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l,2-(2',3'-Naphto)- 


anthracen. 


Ein typisches Ergebnis zeigte sich au ch bei 
den folgenden, gelungenen Trennungen: 

d) Oben: 1,2,6,7-Dibenzanthracen (orangegelb, 
Formel S. 31), 

unten: l,2“(2',3'-Naphto)-anthracen (blafigelb). 

Es sei betont, daÛ die Chromatographie mit c) 
und d) ôfters wiederholt werden muB, da die Ad- 
sorptionsdifferenzen bereits gering sind. Führt man 
in das zuletzt erwahnte Paar noch je einen Benzol - 
ring ein, so versagt die Trenmmgsmethode vôllig. 


e) Oben: Perylen (orangegelb. Formel nachstehend), 
unten: 1,2-Benzpyren (blafigelb. Formel nachstehend). 



Perylen und 1,2-Benzpyren sind isomer (CgoHig), pentacyclisch 
und ohne freie meso-Lage; der Grund ihrer gelungenen Schei- 
dung ist noch unklar. Dafi die Adsorptionsaffinitàt in der be- 
sprochenen Kôrperklasse selbst von feinen strukturellen Unter- 
schieden stark abhângt, kann auch mit der chromatographischen 
Trennbarkeit von anti-diperi-Dibenzcoronen und Anthro-dianthren 
belegt werden. 



anti-diperi-Dibenzcoronen. Anthro-dianthren. 


Zusammenfassend sei vermerkt, dafi die WiNTEBSTEiNschen 
Untersuchimgen einerseits die Grenzen der Anwendbarkeit des 
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TswETTschen Verfahrens innerhalb einer scharf umrissenen Stoff- 
klasse abstecken und anderseits dartun, daB hier Farbvertiefung 
sowie die Steigerung der Adsorbierbarkeit auf die gleiche struktu- 
relle Ursache zurückzuführen sind. 

Die entscheidende Anzahl von Doppelbindungen bildet nur 
einen leieht feststellbaren Spezialfall einer umfassenderen Gesetz- 
màBigkeit. 

4. Azofarbstoffe. 

Mit Rücksicht auf die auBerordentlich groBe Anzahl der hier- 
her gehorenden Kôrper wird die adsorptionsanalytische Klàrung 
des Gebietes noch ausgedehnte Untersuchungen erfordern. Be- 
reits jetzt hegen intéressante Ergebnisse von Ruggli und Jbnsen 
(1,2) vor, aus deren Arbeit die folgenden Angaben entnommen 
sind (Einzelheiten s. auch S. 152 sowie besonders bei Jensen). 

Ist der sonstige Bau des Farbstoffes in groBen Zügen fest- 
gelegt, so wird die Adsorptionsaffinitàt mit der Anzahl der Azo- 
gruppen parallel wachsen; so ergab sich z. B. die Schichtenfolge 
(wàBrige Losung, AI2O3- Saule, was auch für das weitere Versuchs- 
material gilt): 

Stürkste Ads. Diamingriin G (Trisazo-farbstoff ), 

4 Kongorot rein (Disazo-farbstoff ), 

schwàchste Ads. Diaminrosa FFB (Monoazo-farbstoff ). 

Sehr schon sieht man diesen EinfluB in jener azohomologen 
Reihe, deren Vertreter nacheinander entstehen, bei dem schritt- 
weisen Diazotieren und alkalischen Kuppeln der ,,J-Sàure“ (2- 
Amino-5-naphtol-7-sulfosàure) bzw. der daraus entstandenen 
Farbstoffe : 



I)iazotiert« J-Saure mit J-Sfiure gekuppelt („2 J-Saurc“). 
Zeclimeister-Cholnoky, Âdsorptionsmethode. 3 
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N 


-N NaOgS- 


-NH, 


OH 


OH 

„3 J-Saiire“ (usw.). 


OH 


Die nach dem Schéma 

J-Saure- (N = N -J-Saure ) „ 

zusammengesetzten Farbstoffe schichten sich in der nachstehen- 
den Art (je 0,8 g in 250 cm^ Wasser, mit 750 cm^ entwickelt): 

Stârkste Ads. n = 4, Zone dunkelviolett, 

I n — Z, ,, hellor violctt, 

I = 2, ,, rôtlich-violett, 

schwacliste Ads. 71 ~ rotorangcs Filtrat. 

Fin diirch Solbstknppolung entstandener Farbstoff mit zweifel- 
hafter Striiktur (a imbekannt) schicbt sich nach n — 2 ein. 

Bei gleichbleibender Anzahl der Azogruppen fanden Ruggli imd 
Jensen (1,2) weitere Faktoren, durch welche die Adsorptions- 
affinitàt wesentlich beeinfhiBt wird: 

a) Ein ^-standiges Hydroxyl scheint im Naphtalinkern stàrker 
zu wirken als ein ^x-Hydroxyl, z. B. steht das Natriumsalz der 
2-Naphtol-4-sulfosàure im Chromatogramm hoher als 1-Naphtol- 
4-sulfosaures Natrium. 

OH 



SOgNa SOgNa 


b) Eine /9-stàndige AminogTnppe bewirkt, bei sonst analoger 
Struktur, kràftigere Adsorption als eine ^x-stàndige, z. B.: 


Kupplungsprodukt 
von diazotiertem 
Benzidin und 
2 Molen: 

(Die beiden letzteron Farbstoffe 
sorbierbar. ) 


2 - Amino - 8 -naphtol- 6-siilf osâure 
2 - Amino - 5 -naphtol - 7 -suif osaure 
6 - Amino - 2 -naphtol - 4 -suif osâure 
1 - Amino - 8 -naphtol - 4 -suif osâure 
1 - Amino - 5 -naphtol - 7 -suif osâure 

sind imgefâhr gleich stark ad- 


Stârkste 

Ads. 

schwâchste 

Ads. 
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Aile diese Verhàltnisse gelten natürlich nur für wàBrige Losung 
und bei Anwendimg von Aluminiumoxyd. Entfernt man die Sulfo- 
gruppen und arbeitet in nichtwàBrigem Medium, so gestalten sich 
die Adsorptionskrâfte vielfach ganz anders. 

c) o-0:ryazofarbstoffe werden besser adsorbiert als p-OxysiZO- 
farbstoffe. Dieser letztere EinfluB gewinnt bei dem folgenden Bei- 
spiel die Oberhand; die beiden nachstehenden Verbindungen 
werden nàmlich gleich stark fixiert, trotz der bzw. ^-Lage der 
Hydroxylgruppe . 


OH 

I 

^\_N=N -GeHi- SO^Na 


N = N-CeH 4 -S 03 Na 

^/'VOH 


Orange II. 


Bedeutend schwàcher wird hingegen Orange I festgehalten, 
infolge seiner p-stàndigen Kupplungsstelle. 

OH 



I 

N.-=N-C,H 3 -S 03 Na 

Orange 1. 


d) Wie schwer es ist, bei verwickelt zusainmengesetzten Farb- 
stoffen das Verhalten in der Saule bzw. die Trennbarkeit von 
anderen Vertretern vorauszusagen, sei mit folgendem Beispiel be- 
legt. Erika B und Erika G extra sind adsorptionsanalytisch nicht 
trennbar, wàhrend Direkthimmelblau grünlich und Direktblau 2 B 
sich sehr gut scheiden lassen, obzwar die Strukturunterschiede 
nicht viel grôBer sind als bei dem erstgenannten Paar. Vielleicht 
geben hier die Methoxyle den Ausschlag (vgl. S. 36). 


5. Die Gruppe des Fluoresceins 

zeigt nach Ruggli und Jensbn (1) eine starke Abhàngigkeit des 
Verhaltens von dem Halogengehalt, indem die Adsorptionskraft 
mit der Anzahl und dem Atomgewicht des Halogens wàchst. Da 


3 * 
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C<9 

Q 

auch die Farbvertiefung von dem gleichen Faktor bestimmt wird, 
sieht man auch hier eine Parallèle zwischen Farbtiefe und Stellung 
im Chromatogramm (Wasser, AI2O3) : 

Stàrkste Ads. Rose bengale (4 J, 2 Cl), 

Phloxin (4 Br, 4 Cl) iind Erythrosin (4 J), 
Sprit-eosin (Eosin-methylester, 4 Br) und 
,, Eosin (4 Br), 

schwâchste Ads. Fluorescein (halogenfrei). 


Direktblau 2 B. 



Methodik. 


37 


Zweites Kapitel. 

Methodik. 

Adsorptionsmittel. 

Theoretisch kann jeder pulverisierbare oder sonst fein zerteil- 
bare Stoff und auch faseriges Material als Adsorbens dienen, vor- 
ausgesetzt, daB es in dem angewandten Solvent unlôslich ist und 
weder auf das letztere noch auf die festzuhaltenden Verbindungen 
in storendem Sinne einwirkt. Bereits Tswett (1) prüfte über 
100 Adsorptionsmittel. 

Es bat sich jedoch gezeigt, dafi im allgemeinen eine engere 
Auswahl hinreichend ist. Zunâchst entfielen die meisten orga- 
nischen Materialien ans praktischen Gründen, da man sie niir vor- 
sichtig trocknen und durch Ausglühen nicht regenerieren kann. 
AuBerdem enthalten manche derartige Pràparate kleine Mengen 
Idslicher Begleiter, die man durch eine làstige Vorextraktion ent- 
fernen muB. Bisher haben sich aus dieser Stoff klasse Inulin 
und Puderzucker bewahrt, die beide schon Tswett (1) empfahl. 
Mitunter wird Milchzucker angewandt. Die Anzahl der organi- 
schen Adsorbenzien dürfte indessen noch steigen. Verschiedene 
Moglichkeiten sind derzeit unausgenutzt, so kündigen Ruggli 
und Jensen (1) chromatographische Versuche mittels Baum- 
wolle an. 

Auf dem Gebiete der anorganischen Adsorptionsmittel kommen 
die sehr stark sauren oder basischen Verbindungen im allgemeinen 
auBer Betracht, meist auch dunkle oder starkgefàrbte Substanzen, 
auf denen die Schichtenfolge sich schwer erkennen làBt. Sollen die 
einzelnen Komponenten direkt aus der unzerteilten Saule heraus- 
gelost werden, so entfàllt die letztere Beschrànkung. 

Bei der Wahl des Adsorptionsmittels verfàhrt man empirisch, 
es gibt jedoch bereits Literaturangaben in genügender Zabi, 
welche innerhalb gewisser Stoffklâssen wegleitend sind. 

Natürhch ist nicht nur die chemische Beschaffenheit der Saule 
entscheidend, sondem ganz besonders ihre Qualitat. Wie bekannt, 
wirken Pràparate verschiedener Herkunft, welche den gleichen 
chemischen Namen tragen, bei Adsorptionsversuchen oft ganz ab- 
weichend, in quantitativer, sogar auch in qualitativer Hinsicht. 
Vor aUem spielt hier die Ausdehnung und die Beschaffenheit der 



38 


Methodik. 


Oberflàche des einzelnen Teilchens eine Rolle; ferner gibt es iin- 
bekannte Faktoren, welche die Verwendung eines ganz bestimmten 
Pràparates, z. B. einer Handelsmarke, bevorzugen lassen. Die An- 
wesenheit chemischer Verunreinigungen ist nicht iinbedingt von 
Nachteil. 

Stark wirksame Adsorptionsmittel nennt man ,,aktive'\ Es 
kann eine planmàBige ,,Aktivierung“, mitunter auch eine ,,Des- 
aktivierung“ vorgenommen werden (S. 41). 

Für die ganz speziell eingestellten Zwecke der Chromato- 
graphie ist die Verwendung einer hôchstaktiven Rohrfüllung nicht 
immer günstig, im Gegensatz zu alteren Adsorptionsverfahren und 
zu mancher modernen Reinigungsoperation des GroBbetriebes. 
Wirkt nàmlich die teste Phase allzu energisch, so nimmt sie zwar 
die in der Lôsung vorliegenden Inhaltsstoffe zuverlâssig auf und 
fixiert sie stark, aber gerade durch diese energische Bindungsart 
werden die feinen Unterschiede der einzelnen Adsorptionsaffini- 
tàten in grober Weise überdeckt. Die Komponenten bleiben zu- 
sammengedràngt, sie vermôgen keine klar abgegrenzten Bezirke zu 
bilden, auch nicht, wenn entwickelt wird. Die auf S. 15 erwâhnten 
Verdràngungsvorgânge kommen ungenügend zur Geltung, weil 
den zahllosen, gleichzeitig verlaufenden Einzelelutionen ein Wider- 
stand gesetzt ist. Auch die ain Schlusse des Versuches vorzu- 
nehmende Elution der einzelnen Bezirke kann erschwert sein oder 
miBlingen. 

Was man also bei der TswETTschen Arbeitstechnik von einem 
Adsorbens meist verlangt, liegt auf einer mittleren Linie: gute 
Festhaltung der Komponenten, welche jedoch imstande sein sollen, 
beim Waschen mit màBiger Geschwindigkeit abwârts zu wandern 
und sich dabei zu scheiden. Dann verlàuft auch die Elution der 
einzelnen Verbindungen zufriedenstellend. 

Natürlich làBt sich der Versuch auch so leiten, daB man nach- 
einander verschiedene Adsorptionsmittel in getrennten Ansàtzen 
verwendet. Man kann z. B. den Gesamtfarbstoff, zur Abtrennung 
von weiBen Begleitern, im Rohre festhalten, zunàchst unter Ver- 
zicht auf eine feinere Aufteilung, was nachher auf schwàcher 
oberflâchen-aktivem Material vorgenommen wird. 

Dispersîtât. Es seien zunàchst einige KorngroBen verzeichnet, 
die sich teils auf die im Laboratorium der Verfasser gebràuchlichen 
Materialien beziehen (Tabelle 8). Die Zahlen besitzen daher nur 
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einen orientierenden Wert. Sie bedeuten den mittleren Durch- 
messer der Hauptmenge, wobei auch Kôrnchen mit recht stark 
abweichenden MaBen zugegen sein kônnen. 


Tabelkî 8. Durchschnittliche TeilchengrôBe einiger Ad- 
sorptionsmittel. 


Adsorptionsmittel 

TeilchengrôBe (/O 

Aluminiumoxyd Merck, standardisiert nach 
Brockmann 

7 

Aluminiumoxyd kauflich, selbst gepulvert . . . 

2 

Adsorptionston aus Java (acid clay)^ 

10 

Calcium carbonicum praecipitat. Merck .... 

1,5 

Calcium carbonicum laeviss. des Handels. . . . 

1,2 

Calciumhydroxyd, selbst bereitet 

2,5 

Gips (wasserhaltig)^ 

10,5 

Magnesiumoxyd® 

1,5 

Bleicherde 

3 

Floridin 

1,5—7 

FloridinXXF 

1,5—0 


Die Dispersitàt der Sâulenfüllung soll gewohnlich nicht all- 
zu ungleichmàBig sein, da sonst die feinsten Teilchen sich fast 
wie ein anderes Adsorptionsmittel verhalten und zu stark wirk- 
sam sein konnen. In einem Ausnahmefall findet allerdings Ko- 
SCHARA (4), daB ein Farbstoff gerade von den groberen AlgOg- 
Kôrnern besonders stark (irreversibel) festgehalten wird. Hier ist 
cine chemische Verschiedenheit der grôBten Teilchen naheliegend. 

Der Anivendungshereich mancher Adsorptionsmittel làBt sich 
manchmal recht fein ahstufen, wenn man eine grôbere und eine 
feinere Sorte in verschiedenen Gewichtsverhàltnissen mengt. So 
erwies sich das Gemisch 20 : 1 von Calcium carbonicum praecipitat. 
Merck und von Calcium carbonicum laeviss. der pharmazeutischen 
Praxis für die Verarbeitung von gewissen Polyenalkoholen als sehr 
günstig, wàhrend es für die Festhaltung von Farbwachsen (ver- 

1 Angabe von Euler und Gard. Dieser Ton ist ein Ca-Al-Mg- 
Silicat. Die Oberf lâche von 1 g liegt in der Nahe von 10 und ist 
doppelt so groB wie diejenige des von Bowden und Bastow ange- 
wandten Silicapulvers. 

^ Nach Karrer und Weber. 

® Enthâlt auch ziegelfôrmige Krystalle (etwa 3 — 14/i). 
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esterten Polyenalkoholen) ungenügend wirksam ist. Für den 
letzteren Zweck wàhle man das Mischungsverhàltnis 5:1 bis 4:1. 
Im Falle eines Quotienten 1 : 1 wird aus Benzin sogar der Kohlen- 
wasserstoff Lycopin fixiert, welcher sonst durch die CaC 03 - Saule 
làuft. Zur Festhaltung der Carotine ist selbst das letztere Gemisch 
zu wenig aktiv und unbrauchbar (Zechmeistek und Cholnoky 2). 

Ganz verschiedene Anforderungen werden an ein Adsorbens 
gestellt, je nachdem es in wasserfreiem oder in wasserhaltigem Milieu 
gebraucht werden soll. In ersterem Falle ist ein Feuchtigkeits- 
gehalt der Sàulenfüllung meist schàdlich und muB dann ausge- 
schaltet werden, nàmlich durch Erhitzen und nachherigem Auf- 
bewahren bei LuftabschluB. (Durch eine solche Vorbereitung kann 
auch die Aktivitàt beeinfluBt werden.) Führt man den Versuch in 
wâBriger oder wasserhaltiger Lôsung aus, so darf das Adsorptions- 
mittel kein Wasser binden, nicht quellen usw., da sonst Risse in 
der Saule entstehen und auBerdem der AbfluB verstopft werden 
kann. Auch wird das Herauspressen der Saule erschwert. Aus diesem 
Grunde ist der sonst vielfach verwendbare Kalk hier ungeeignet. 
Man kann übrigens den Kunstgriff gebrauchen, daB man z. B. 
wasserhaltigen Gips in das Rohr füllt (Karrer und Weber, S. 147 ). 
Es ist verstàndlich, daB in die Adsorptionsanalyse wâBriger Lô- 
sungen zunàchst diejenigen Handelsprodukte Eingang gefunden 
haben, welche vom GroBbetrieb bei Reinigungs- und Entfârbungs- 
operationen seit lângerer Zeit verwendet werden, z. B. Bleicherden. 

Nachfolgend stehen einige spezielle Angaben über die wichtig- 
sten Adsorptionsmittel, die derzeit ofters in Gebrauch sind. 

Puderzucker, schon von Tswett (1) angewandt, dient zur 
Trennung der Chlorophylle. Es gibt Sorten, die stârker, und solche, 
die schwàcher adsorbieren als Milchzucker (Winterstein und 
Stein 2). Milchzucker: S. 173. 

Aliuniniumoxyd (auch hydratisiert) ist eines der meist ver- 
wendeten Adsorptionsmittel, sowohl in wàBrigem als auch in 
wasserfreiem Medium gut brauchbar. Die nach verschiedenen Ver- 
fahren hergestellten Pràparate bzw. Handelswaren zeigen groBe 
Schwankungen in bezug auf ihre Adsorptionskraft, so daB die 
Qualitât des Materials stets genau definiert werden sollte. 

Die Fasertonerde nach Wislicenus (Merck, aus dem Amalgam 
bereitet) ist allein sehr stark, mit anderen Sorten vermengt noch 
immer kràftig wirksam, jedoch für grôBere Versuche viel zu teuer. 
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Bas Aluminiumoxyd der Firma Merck, ^standardisiert nach 
Brockmann“, zeichnet sich durch eine sehr willkommene Konstanz 
seiner Eigenschaften aus, da es diirch Erhitzen auf einen be- 
stimmten Wassergehalt gebracht iind mit Hilfe geeigneter 
Farbstoffe auf den gewünschten Aktivitàtsgrad eingestellt wird. 
Bieses Produkt ist ebenfalls nicht billig und wird oft im Gemisch 
mit gewohnlichen Handelspràparaten angewandt. Ofters genügt 
das preiswerte Aluminiumoxydhydrat oder Aluminium oxydatum 
anhydricum aus guter Bezugsquelle. 

,,Hydralo'‘ , ein amerikanisches Trocknungsmittel, wird von 
Strain (2) empfohlen und soll stàrker wirken als Fasertonerde. 

Holmes, Lava, Belfs und Cassidy haben ausführliche An- 
gaben über die Wirksamkeit verschiedenartig hergestellter Prà- 
parate gemacht, von welchen einige Handelssorten sind. Bie Ad- 
sorptionsmittel wurden meist durch das 200er Sieb geschickt und 

2 Stunden bei 200® im Kohlendioxydstrom aktiviert; Luft- und 
Wassergehalt lassen sich so verdràngen. 

Beispiele. a) Ein HandoLsprodukt wurde alkalifrei gewaschen 
und aktiviert. — b) Kr yst ail wasserh al tiges Aluminiumnitrat wird 
80 lange (einige Stunden) zwischon 200 — 300® gohalten, bis kein NOg 
mehr entweicht. — c) Man versetzt AICI 3 mit einein kleinen Über- 
schujB von Ammoniak, trocknet die Lôsung im Verlaufe von 2 — 3 
Monaten ein, wâscht den Best chlorfrei und siobt. — d) Auf Glas 
ausgebreitetes Aluminiumâthylat wird unter golegentlichem Um- 
kneten in einem warmen, feuchten Raum 5 Wochen aufbewahrt, 

3 Stunden in trockenem COg-Strom auf 210 ® erhitzt, bis kein Bampf 
mehr entweicht, gepulvert und nochmals aktiviert. — e) Es wurden 
auch Pràparate auf Bimsstein bereitet, nâmlich durch langsame 
Hydrolyse von Aluminium -alkoholaten. 

Für die praktischen Zwecke der Chromatographie sind derartige 
Arbeitsweisen zu langwierig. 

Wesentlichen Fortschritt bedeutet ein einfacher, von Ruggli 
und Jensen (1, 2) erfundener Kunstgriff zur Ahtivierung, die 
darin besteht, dafi man das Oxyd mit Leitungswasser bespült und 
eventuell noch stark erhitzt. Für die meisten Zwecke reicht 1 Be- 
handlung aus, welche aber, falls sie für die betreffende Aufgabe 
noch nicht genügt, nach Belieben wiederholt werden kann. Ba 
eine Bespülung mit destilliertem Wasser unwirksam ist, handelt es 
sich hier offenbar um die Beladung des Adsorbens mit einer Spur 
Kalk. Bas Verfahren hat den Vorteil, daB man die Wirksamkeit 
der Sàulenfüllung abstufen kann ; so haben Karrer imd Strong 
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für die Chromatographie von Anthocyanen ein nur schwach akti- 
viertes Aluminiumoxyd als günstig befunden. 

Es kommt, wenn auch seltener, vor, daB die Oberflàche des 
verfügbaren Materials allzu stark wirkt und desaktiviert werden 
muB. Dies erreicht man nach Heilbron und Phipers dadurch, 
daB Z. B. die nach Brockmann standardisierte Handelsware mit 
Methanol gewaschen und an der Luft getrocknet wird. 

Die Herstellungsmethoden für zuverlàssig wirkende Oxyd- und 
Hydroxydpràparate sind, auch industriel!, noch entwicklungs- 
bedürftig. Brockmann (3) kündigt die Einführung eines hoch- 
aktiven Aluminiurnhydroxyds an. 

Magnesiumoxyd wurde u. a. von Euler und Gard und nament- 
lich von Strain (1 — 5) empfohlen. Es wirkt ganz verschieden 
energisch, je nach der Bereitungsart. Verbrennt man einfach das 
Metall, so besitzt das Oxyd eine nur geringe Sorptionskraft. Auch 
das Erhitzungsprodukt des Carbonats, bei hoherer Temperatur ge- 
wonnen, wirkt nur mittelmaBig. Zu einem weit besseren Ergebnis 
führt die Wasserabspaltung aus Magnesiumhydroxyd, bei nicht zu 
hoher Temperatur. Ein amerikanisches Handelsprodukt (,, Micron 
Brand magnésium oxyde Nr. 2641 ) wird empfohlen. Nach unserer 
Erfahrung genügt die allgemein kâufliche Ware für die meisten 
Zwecke. 

Weitere Magnésium verbindiingen als Adsorptionsmittel : Euler 
und Gard. 

Calciiimliydroxyd. Nach Karrer und Walker (1) ist kauf- 
licher, geloschter Kalk ein ausgezeichnetes Adsorbens und besitzt, 
ebenso wie das gelegentlich angewandte Oxyd, den Vorzug der 
groBen Billigkeit. Für die Aufteilung wasserhaltiger Flüssigkeiten 
ist er natürlich unbrauchbar (Verstopfung; wenn das Loschen 
nicht vollstàndig war; Aufblâhen der Masse). In unserem Institut 
wird kàuflicher Kalk dur ch Besprengen mit Wasser nur soweit ge- 
lôscht, bis er gerade zerfàllt. Man schickt das Material dur ch ein 
120maschiges Sieb, oder, falls hôhere Dispersitàt erwünscht ist, 
durch ein ISOmaschiges. Aufbewahrung des hygroskopischen Pro- 
duktes bei LuftabschluB. Vor der Entnahme wird die Stôpsel- 
flasche gut durchschüttelt, um den erhohten Carbonat- und 
Feuchtigkeitsgehalt der oben liegenden Schicht gleichmaBig zu ver- 
teilen. 

Calciumsulfat (wasserhaltig) wird von Karrer und Weber 
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bei der Chromatographie von Anthocyanen in wàBrigem Medium 
benutzt (S. 147). 

Calciumcarbonat (von Tswett oft gebraucht) ist ein milde 
Wirkendes, in vielen Fàllen angewandtes Adsorptionsmittel. Über 
den EinfluB der Dispersitàt auf das Aufnahmevermôgen wurden 
schon S. 39 Angaben gemacht. Durch entsprechendes Mischen 
von grôberem und feinerem Carbonat hat man es in der Hand, 
die Adsorptionskraft jeweils dem Bedarf anzupassen. Feuchte 
Pràparate wirken schlecht und werden nôtigenfalls einige Stunden 
auf 150® erhitzt. 

Bleicherden sind technisch angewandte Aluminium-hydro- 
silicate mit tonàhnlichem Charakter, deren Ca-, Mg- und Fe-Gehalt 
weitgehend variieren kann. Man unterscheidet ,,Naturerden‘‘, die 
nur mechanisch verarbeitet wurden, und ,,aktivierte Erden‘'. Die 
Aktivierung besteht meist in einer technisch en Behandlung mit 
Salzsàure, welche gewisse Bestandteile herauslôst. Die Ober- 
flàchenbeschaffenheit (Porositàt) gestaltet sich dadurch günstiger. 
Bei der Aufteilung wàBriger Flüssigkeiten hat Koschara (4, 5) 
namentlich mit den folgenden Adsorbenzien gute Erfahrungen ge- 
macht : 

Frankonit KL: mit HCl aktiviert, ist kongo-sauer (Pfirschinger 

Mineralwerke, Kitzingen). 

Floridin XXF: fein gemahlen, stark wirksarn, obzwar unvorbe- 

handelt; hellgrau (H. Bensmann, Bremen). 

Floridin XS: dasselbe, aber grober-dispers, sandartig. 

Das vorletzte Floridin-Prâparat erwies sich bei den Pterin-Unter- 
suchimgen von SciiOPF und Becker als zu stark und adsorbierte 
Z. B. das Erythropterin irreversibol. Hierboi spielt wahrscheinlich 
der Eisengehalt mit, indem das Adsorbat dieselben Far ben aufweist, 
wie die aus sauren Erythropterinlôsimgen mit Ferrichlorid erhàltliche 
Fàllung. Wurde der Eisengehalt des Floridins durch zehnmaliges 
Auskochen (wahrend je 3 — 5 Minuten) mit 10 Teilen 3n-HCl ver- 
mindert, so zeigte das Material die für den Versuch gerade günstige 
Adsorptionskraft. Kocht man jedoch mit der Sâure weiter, so ver- 
schwindet gleichzeitig mit dem Eisengehalt auch die Aufnahme- 
fàhigkeit für den Farbstoff. 

Fullererden verschiedener Herkunft und Qualitàt werden 
ebenfalls verwendet. Sie reagieren ganz schwach sauer und sehen, 
namentlich mit Flüssigkeit befeuchtet, mehr oder weniger dunkel 
aus. Eine hàufiger gebrauchte Abart ist ,, Lloyd’s Beagens“. 
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Seltener angewandte anorganische Adsorptionsmittel. Es wird 
hier nicht beabsichtigt, eine vollstàndige Liste derselben zu geben. 
In manchen Fàllen wurden auch schwerer zugàngliche Adsor- 
benzien verwendet, die ohne Schwierigkeit durch allgemeiner ge- 
bràuchliche ersetzt werden kônnten. 

Wiederholt haben sich bewàhrt u. a.: Natriumsulfat(vidü^^&T- 
frei), Bleisulfid, Talcum, Kieselgur, Kaolin, Silicagel (unelastisch), 
ebenso auch Tonsil (Moosburger Tonerde). Gewisse Kohlen- 
pràparate wirken kràftig adsorbierend und sind leicht zugànglich, 
allerdings muB man auf ein sichtbares Chromatogramm ver- 
zichten und fraktionierte Elutionen ausführen. Empfehlenswert 
sind Z. B. Carboraffin (durch Verkohlen von Nadelholz mit Chlor- 
zink gewonnen) und Norit (mit überhitztem Wasserdampf akti- 
vierte Holzkohlensorte) ; sie konnen durch Erhitzen im Stickstoff- 
strom entlüftet werden. Auch gepulverte Blutkohle ist verwendbar. 

Im Falle eines technischen Materials ist zu prüfen, ob nicht 
Substanz an das Losungsmittel abgegeben wird. 

Das Regenerieren einer gebrauchten Füilmasse ist im Klein- 
versuch kaum lohnend. Anorganische Stoffe konnen, eventuell 
nach guter Durchspülung mit einem geeigneten Losungsmittel, 
durch Ausglühen zurückgewonnen werden, namentlich, wenn sie 
nicht mit schwer verkohlbaren Kohlenstoffverbindungen beladen 
sind. Man überzeuge sich, daB die Adsorptionsaktivitàt nicht ge- 
litten hat. 

Gebrauchtes Calciumcarbonat kann in vielon Fâllen diu’ch Aus- 
ziehen mit kaltem oder warmem Methanol imd Trocknen an der 
Luft zurückgewonnen werden; es ist dann aber imbedingt nôtig, das 
Material langere Zeit hindurch bei 100 — 150® zu halten. — Technisch© 
Regenerierung von Bleicherden, namentlich wenn sie fetthaltig sind: 
Eckart. 

Die mitunter empfehlenswerte gleichzeitige Anwendung von 
zwei Adsorptionsmittein in demselben Rohr kann entweder so er- 
folgen, daB man das gesamte Füllmaterial homogen durchmischt, 
oder wird die Saule teils aus dem einen, teils aus dem anderen Ad- 
sorbens aufgebaut, welche man gesondert einstampft (Einzel- 
heiten: S. 60). 

Durch die Verwendung einer einheitlichen Mischfüllung will 
man meist eine mittlere Adsorptionskraft einstellen oder die 
DurchfluBgeschwindigkeit dadurch erhôhen, daB ein grôberes 
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Material mitverwendet wird. Es sei bemerkt, daB beim Entwickeln 
oder bei (anteilsweiser) Elution eine Fraktionierung vorgetàuscht 
werden kann, falls die beiden Füllstoffe allzu abweichend wirken. 

Bereitet man verschiedene Lagen von, an sich homogenen Ad- 
sorptionsmitteln in dem gleichen Rohr, so geschieht dies für 
Demonstrationszwecke oder iim Arbeit zu sparen. Die obéré 
Kolonnenhàlfte wird von einer schwàcher, die untere von einer 
energischer wirksamen Substanz gebildet. Der Stoffinhalt des 
Zwischenfiltrates, welcher in den unteren Bezirk des Rohres ge- 
langt, wird dort abgefangen, so daB man keine zweite Saule zu 
bereiten braucht. 

Als Beispiele für die letztere Arbeitsweise seien erwahnt: 

a) Calciumcarbonat-Aluminiumoxyd- Saule zur Mikroanalyse von 
Polyenauszügen, nach Kuhn imd Brockmann (3; Abb. 12, S. 53). 

b) Eine Calciumcarbonat-Calciumhydroxyd-Kolonne zur Bo- 
stimimmg der Paprika-Farbstoffe, iiach Cholnok.y (unvcrôff.), S. 101. 

c) WiNTERSTEiN, SciiON und Vetter vcrseheii (bei der Bcarbei- 
tung von polycyclischen Kohlenwasserstoffen) die AlgOg-Saule oben 
mit einer dünnon Schicht von Aluminiiimoxyd + Carboraffin- 
gemisch, das gewisse Verunreinigungen stârker zurückhâlt; S. 167. 

d ) Drei Adsorptionslagen (oben Zucker, in der Mitte CaCOg, unten 
AlgOg) zur Démonstration der Komponenteri des Blattgrüns: Abb. 26, 
S. 78, nach Winterstein (1). 


Lôsiingsmittel. 

Hier sei zunàchst das Arbeiten bei Wasserausschlufi erôrtert, 
spezielle Angaben über wàBrige Losungen folgen auf S. 66. 

Die Wahl des Solventen hàngt natürlich in erster Linie von den 
Lôslichkeitsverhàltnissen der Substanz ab. Liegt dieselbe bereits 
gelost vor, z. B. in Form eines Extraktes, so wird sie nach Va- 
kuiim-abdampfen in das günstigste Milieu übergeführt. Arbeitet 
man mit nichtwàBrigen Flüssigkeiten, so ist es meist vorteilhaft, 
die Feuchtigkeit wirklich auszuschlieBen, wenn notig, durch ent- 
sprechende Vorbehandlung des Losungsmittels. Das Heranziehen 
von Solventen, die mit Wasser nicht mischbar sind, erscheint von 
vornherein als günstig. Es ist ein Nachteil der TswETTschen Mé- 
thode, aber auch von manchem anderen Adsorptionsverfahren, daB 
die Lôsung im allgemeinen recht verdünnt ist. Das Auskrystalli- 
sieren in der Saule muB unbedingt vermieden werden, man geht 
daher in der Rohlôsung selten über einige Prozente des zu ad- 



46 


Methodik. 


sorbierenden Stoffgehaltes hinaus. Eine Verunreinigung, falls sie 
nicht ans anderen Gründen stôrend wirkt, darf natürlich axich in 
hoherer Konzentration vorliegen. 

Theoretisch bildet jedes flüssige Medium sowohl ein Adsorptions- 
als aiich ein Eliitionsmittel ; welche Rolle ihm bei der Chromato- 
graphie zugedacht wird, hàngt im gegebenen Fall von dem Verlauf 
der Adsorptionsisotherme ab. Es gelten hier àhnliche Leitge- 
danken, wie bei der Wahl des Adsorptionsmittels : Wird die Sub- 
stanz allzii stark fixiert, so bereitet sie bei dem Entwickeln und bei 
der schlieblichen Elution Schwierigkeiten ; ist anderseits die im 
System herrschende Adsorptionsaffinitàt zu schwach, so làuft die 
Substanz leicht durch die Kolonne, noch bevor ein zufrieden- 
stellendes Schichtenbild sich ausgestaltet hat. (Unter Umstànden 
wird dies beabsichtigt : ,,Flüssiges Chromatogramm“, S. 65.) 

Wie ersichtlich, hat man es durch verschiedenartiges Mischen 
von zwei Lôsungsmitteln in der Hand, den Versuch nach Belieben 
zu leiten (s. z. B. unter ,,B®nzor‘). — Meist genügen die nachfolgend 
erwâhnten Losungsmittel. Hochsiedende Flüssigkeiten sind, wie 
bei anderen Reinigungsoperationen, unbrauchbar, wenn im An- 
schluB an den Versuch ein empfindlicher Stoff isoliert werden solL 
Ein allzu niedriger Kochpunkt stort wiederum wegen der starken 
Verflüchtigung. Siedepunkte zwischen 40® und 80® sind günstig. 

Schwefelkohlenstoff (Siedep. 46®) wirkt in vielen Fàllen, z. B. 
auf Calciumcarbonat, sehr vorteilhaft. Die technische Ware ist 
nôtigenfalls vorzureinigen. Das andauernde Arbeiten mit diesem 
Losungsmittel ist làstig und gesundheitsschàdlich, besonders wenn 
der Experimentator eine groBe Anzahl von Sàulen zu zerschneiden 
hat; man sorge daher für Ventilation. Ferner wird der Kunstgriff 
gebraucht, daB man den Schwefelkohlenstoff aus dem fertigen 
Chromatogramm mit Hilfe von Benzin verdràngt und die Saule 
erst dann auspreBt. 

Benzin bzw. Petrolâther (,,Ligroin“, ,,light petroleum‘^ 
Siedepunkt nicht über 80®) ist gegenwàrtig wohl das meistge- 
brauchte Losungsmittel, zufolge seiner Reinheit, Billigkeit und 
sonstigen guten Eigenschaften. Die Kombination Aluminiumoxyd- 
Benzin oder Calciumhydroxyd-Benzin hat sich oft ausgezeichnet 
bewàhrt. Auch reines Pentan ist verwendbar (Siedep. 36®). 

Benzol (Siedep. 80,4®) wird ebenfalls hàufig gebraucht. Es 
unterscheidet sich von dem Benzin in vielen Fàllen dadurch, daB es 
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stàrker eliiierend wirkt. Die Verwendung von Benzol -f- Benzin- 
Gemischen ergibt sich daher von selbst. Man kann z. B. ans Benzin 
adsorbieren und mit Benzin -f- Benzol entwickeln, oder man ad- 
sorbiert ans Benzin + Benzol 10 : 1 und entwickelt mit einem Ge- 
misch 3:1. Unter Umstànden dient reines Benzol zur Elution. 

Seltener werden angewandt: Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff y 
Dichlormethany Àther. Der letztere ist meist als Elutionsmittel in 
Gebrauch und wirkt teils zufolge seines Spritgehaltes. Jedenfalls 
soll der Âther frei von Peroxyden sein, was bekanntlich durch 
tagelanges Aufbewahren über einer wàBrigen Ferrosulfatlôsung 
erreicht wird. 

Elutionsmittel. 

*Vor làngerer Zeit bat Tswett festgestellt, dafi zahlreiche 
Adsorbate von Meihijl- oder Âthylalkohol (auch von Aceton) sofort 
zerlegt werden. Durch diese Beobachtung wurde das beste, sehr 
leicht zugàngliche Elutionsmittel ermittelt. Meist ist es gar nicht 
erforderlich, reine Alkohole anzuwenden, sondern es genügt schon 
ein Zusatz von 0,5 — 2% zum Solvent, mit dem gerade gearbeitet 
wird. Oder man eluiert mit schwach methanolhaltigem Ather. 

Soll der chromatographische Versuch mit einem Sâulenteil 
oder mit dem gesamten Stoffinhalt wiederholt werden, so eluiert 
man z. B. mit schwach holzgeisthaltigem Benzin, filtriert vom 
Adsorptionsmittel, wàscht den Alkohol mit Wasser weg, trocknet 
imd gieSt die Benzinlosung auf eine frische Saule. Eindampfungs- 
operationen werden so vermieden. 

Dal3 die Adsorptionskrafto von niedrigen Alkoholon nicht irnmor 
hcrabgesetzt oder avifgehoben werden, geht ans don S. 138 referiorten 
Pterin-Untersuchungen von Sciiopf und Becker hervor ; es wurden 
von diesen Forschern Adsorptionen auch aus methanolischcm Medium 
vorgenommen. 

Ist die Elution in besonderen Fàllen sehr schwer durchftihrbar, 
so wird man ein Auskochen mit niedrigen Alkoholen versuchen. 
Oft hat sich kaltes Pyridin bewâhrt (allein oder im Gemisch). Es 
kommt, wenn auch nicht hàufig, vor, daÛ das Adsorbat durch 
keines der erwàhnten Hilfsmittel zerlegt werden kann. Bei sàure- 
unempfindlichen Inhaltsstoffen greift man dann zu einem Not- 
behelf und lost z. B. das Calciumcarbonat in verdünnter Salz- 
sàure, um hierauf die organische Substanz zu extrahieren ; Sàulen 
aus Zucker werden in Wasser gelôst. 
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Gelegentlich der Bearbeitung einer Substanz, welche auf CaCOg 
überhaupt nicht, auf Ca(OH)2 imeluierbar fest hângen bleibt, be- 
wàhrte sich der folgende Kimstgriff: Man chromatographiert auf 
Ga(OH)2, suspendiert den zerstampften Sàulenteil in Wasser und ver- 
wandelt durch Einleiten von COg den Kalk in das Carbonat. Die 
Elution gelang nun ohne Schwierigkeiten (Toth, imverôffentlicht). 

Apparatiir. 

Es sind mannigfach Apparate zur Ausführung der Chromato- 
graphie empfohlen worden. Von historischem Interesse ist die in 
Abb. 2 (Nr. 1) dargestellte Vorrichtung von Tswett (1), die zu 



raschen, orientierenden Versuchen mit kleinen Extraktmengen ge- 
dient hat. Das Passieren der Saule wird hier nicht mit Hilfe einer 
Saugpumpe, sondern durch Anwendung von Üherdruck erreicht. 
Man lockert den Quetschhahn Q, betàtigt den Gummiball P, wo- 
durch Überdruck im Leitungsrohr D sowie in der Reserveflasche R 
entsteht, was vom Manometer M angezeigt wird. An D werden 
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die Adsorptionsrôhrchen angeschlossen (konstruiert nach Abb. 2, 
Zeichnung Nr. 2 : die Kolonne befindet sich im unteren, zylindrischen 
Teil: 30 — 40 X 2 — 3mm). Einzelheiten der Apparatur sind aus 
den Zeichnungen Nr. 2, 3 und 5 der Abb. 2 ersichtlich, wàhrend 
das GefàB Nr. 4 die RoUe eines Scheidetrichters spielt und mit 
der Bereitung des Chroma togrammes nichts zu tun hat. 

Zur Verarbeitung etwas grô- 
^ Berer Mengen benutzte Tswett 

(1) eine, nach der Abb. 3 gebaute 
Apparatur, die im Prinzip noch 
heute verwendet wird : B nimmt 



Abb. 3. Adsorptionsvorrichtung von Abb. 4. Einfache Adsorp- 

TswiTT für grôûere Versnche, tionsvorrichtung. 

die Lôsung, A (Durchmesser bis zu 3 cm) die Saule auf, in F 
wird Vakuum erzeugt. Das Ausdrücken der Saule ist bei dieser 
Konstruktion schwer durchführbar. 

Ist man nicht im Besitz einer besonders konstruierten Vor- 
richtung und will kleine Proben ausführen, so montiere man ein 
einseitig ausgezogenes Glasrohr auf eine Saugflasche (Abb. 4). 
Ereilich wird durch die Form auch dieses Rohres das Ausdrücken 
der Saule unmôglich gemacht, wenn man nicht das Glas zer- 
Zechmeister-Choinoky, Adsorptionsmethode. 4 
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schneidet. Bei orientierenden Versuchen ist dies ofters entbehrlich. 
Ferner kann ein schrittweises Abwàrtswaschen der einzelnen 
Scheiben vorgenommen und die Saugflasche entsprechend ge- 
wechselt werden (Nàheres S. 65). Ein Beispiel 
hierzu haben schon frühzeitig Palmer und 
Eckles mitgeteilt (Abb. 5). 



- farblos 


<— gelb 

<— farblos 
<— gelb 

< — farblos 

<— grün 
<— gelb 
< — farblos 
<— orangegclb 
<— grünlichbraun 


<— Wattebausch 

Abb. 5. Alflilfaheu-Auszug 
in cinem einfaohen Rohr, 
auf CaCOs, sowcit gewa- 
schen, daB das Carotin 
durchzugchen beginnt 
(Palmer und Eckles). 




Abb. 6. Apparat von 
DhÉrÉ und ROGOWSKl(Zeich- 
nung bel ROGOWSKI). Rohr 
25 X 2 cm, FüUhôhe 6—8 cm. 
Auf dem Korkstopfcii Fil- 
trierpapicr, darüber 1 — 2 cm 
Sand. — Links Holzplstill. 


Abb. 7. Adsorptions- 
vorrichtung nach Dhbrb 
und Veqezzi (Zeichnung 
bei Veqezzi). 


Von den heute in Gebrauch stehenden Vorrichtungen verlangt 
man ein klagloses Auspressen der unversehrten Kolonne. Dies 
wurde zuerst, im Laboratorium von Dhéré, von Rogowski 
(Abb. 6), ferner von Vegezzi erreicht: Auf Abb. 7 sieht man im 
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Inneren des Glaszylinders m das eigentliche Adsorptionsrohr t 
(35 X 1,6 cm). Das letztere ist mit Hilfe eines durchlôcherten 
Korkstopfens befestigt und kann bequem herausgenommen werden. 
Vor dem Versuch wird es mit dem erwàhnten Stopfen abge- 
schlossen, gefüllt und auf die 
Siebplatte d gestellt {v — Glas- 
wolle). Eine Modifikation dieser 
Einrichtung stammtvon Wintbr- 
STEm und Stein (1) und ist in 
Abb. 8 wiedergegeben {G= Glas- 
rohr, K — engmaschiges Kupfer- 
drahtnetz, V ~ VorstoU, D — 
weitmaschiges Drahtnetz, S — 

Saugflasche; s. au ch Abb. 9). 

Ist die Adsorptionsanalyse bei 
Luftausschlup vorzunehmen, also 
Z. B. im Stickstoffstrom, so 
empfiehlt sich der Apparat von 
Heilbron, Heslop, Morton, 

Webster, Rea und Drummond 
(Abb. 10, in>S^ leitet man 0-freies 
Gas ein) oder die Vorrichtung 
nach Holmes, Cassidy, Manly 
und Hartzler (Abb. 11, S. 52). 

Von Koschara (1) wurde ein 
gerader VorstoB (Durchmesser 
zirka 3 cm ) mit eingeschmolzener 
Abb 8 Vorrich- Glassiebplatte und Rundfilter 

^TERSlÈra' S angewandt. rlchtung nach 

Stein. ZweckmaBig sind hessb. 

rohre mit Glasschliff. Ein solches 

wurde für analytische Zwecke von Kuhn und Brockmann (3) 
vorgeschlagen ; die schlanke Kolonne steht auf einem Wattebausch 
(Abb. 12 und Abb. 13, S. 53). Im Laboratorium der Verfasser hat 
sich folgende Anordnung bewâhrt (Abb. 14, 15, S. 54) : Man legt 
auf eine passende Porzellansiebplatte eine kreisrunde, hôchstens 
^2 cm dicke Wattescheibe (Verbandwatte), deren Durchmesser um 
2 cm denjenigen des Porzellans übertrifft. Der ringsum heraus- 
ragende Wattering wird gleichmàBig nach unten abgebogen und 




4 
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das Ganze vorsichtig in das horizontal gehaltene Adsorptionsrohr 
geschoben, das mittels seines Schliffes montiert wird. (Die Hülle 
vermeidet ein Ritzen der Glaswand beim spàteren Auspressen der 
Füllmasse.) Nach Beendigung des Adsorptionsversuches wird der 
angeschliffene Unterteil entfernt und die Kolonne in waagerechter 



Abb. 10. Vorriclitung nach Hbilbron und Mit- Abb. 11. Vorrichtung nach 

arbeitern, zur Adsorptionsanalyse bei Luft- Holmes und Mitarbcitem 

ausschluB. zur Adsorptionsanalyse 

bei Luftausschluû. 


Lage (von dem geschliffenen Ende aus beginnend) mit Hilfe eines 
Holzpistills (Abb. 23, S. 58) ausgedrückt. Arbeitet man mit Ma- 
terialien, durch welche das Auspressen (namentlich im Falle 
wàBriger Flüssigkeiten) erschwert ist, so kann die Porzellanplatte 
wegfallen. Die mit Watte imterschichtete, adsorbierende Saule 
wird dann von 3 — 6 Glasrohrstückchen (z. B. 7 X 1cm) getragen, 
die man in den unteren, kurzen Ansatzteil nach Abb. 16 lose ein- 
setzt (S. 55). . 
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Zur raschen, qualitativen Prüfung des Verhaltens haben 
kürzlich Schôpf und Becker Adsorptionsprobierrôhrchen ein- 
geführt (Abb. 17, S. 55): Ein Glasrohr (Durchmesser 5 mm) wird 
nahe dem einen Ende in der Flamme soweit einfallen gelassen, dafî 
noch eine 0,5 — 1 mm breite Capillare offen bleibt. Man preBt etwas 
Watte ein, füllt das Adsorbens in das Rohr und saugt schwach an. 



Abb. 12. Adsorptionsrohr nach 
Kuhn und Brockmann, für 
analsrtische Zwccke. 



Abb. 13. Apparatc zur Uiitersuchung 
des Weines (Mohlbr und HAmmbrlb). 


Die MaPe des Adsorptionsrohres betragen meist 15 — 25 X 1 bis 
6 cm, nur Ausnahmsweise werden im Schrifttum groBere Dimen- 
sionen erwàhnt.. So verwenden Heilbron und Mitarbeiter ein 
95 cm, Grassmank ein 100 cm langes Rohr (10 cm breit) ; in den 
Versuchen von Karrer und Strong war die Füllmasse 80 cm 
hoch. Es ist klar, daB der Steigerung des MaBstabes hier eine 
Grenze gesetzt ist, besonders im Hinblick auf die Widerstànde beim 
Durchtreiben der Lôsung sowie beim Auspressen des Adsorptions- 
mittels. 

Selbstredend soll die Wahl der Eohrgrôfie nicht schematisch ge- 



54 


Methodik. 


troffen werden. Im Interesse eines ungestôrten Versuchsablaufes 
wàren breïte Kolonnen erwünscht, welche môglichst viel Füll- 
material und eine bedeutende Menge der adsorbierten Substanz 


fassen, ohne dafî die Schichten- 
hôhe und damit der Widerstand 
allzu stark anwàchst. Bis zu 
einem gewissen Grad làBt sich 
dies au ch erreichen. Die Vorrich- 
tung versagt jedoch, wenn das 
bearbeitete Ausgangsmaterial 
viele Komponenten enthàlt, von 
denen einige nur in belanglosen 
Mengen zugegen sind. Dann ist 
man auf ein schlankes Rohr an- 



Abb. 14. Adsorptionsrolir mit 
Schliffansatz und Siebplattc. 



Abb. 15. Adsorptionsrohr mit Schliff- 
ansatz und Siebplatte (montiert). 


gewiesen, da sonst die einzelnen Farbringe viel zu dünn und 
voneinander kaum trennbar werden. 

Nôtigenfalls nehme man eine groBere Anzahl von Kolonnen 
uiïd vereinige die Eluate der jeweils entsprechenden, heraus- 
geschnittenen Ringe. In einem Ausnahmefall haben wir den Stoff- 
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inhalt von 380 Chromatogrammen verarbeitet (Zechmeister und 
Cholnoky 3). 

Liegt hingegen ein einfacher zusammengesetztes Gemenge vor, 
oder hat man für Nebenzonen kein Interesse, so ist die Verwendung 
eines kürzeren, breiten Glasrohres empfehlenswert. Man kann 
übrigens auch eine erste Scheidung in einer geràumigen Appa- 
ratur vornehmen, worauf die weiter zii zerlegende Fraktion in 
einein engen Glasrohr zur endgültigen Analyse gelangt. 

Bei der Anfertigung aller Adsorptions- 
rohre ist darauf zu achten, daB die zum 
Einfüllen dienende Mündung nicht enger, 
sondern eher eine Spur breiter sei als der 
Durchmesser des Glaszylinders, da sonst 
die Saule beim Ausdrücken zerbrockeln 
kann. Gelegentlich wurden auch schwach 
konische Rohre empfohlen (unten enger). 

Über den gangbaren MaBstab der 
zur Chromatographie verwendeten La- 
boratoriumsapparate geht eine von 
WiNTERSTEiN und ScHON (3) empfohlene 
Vorrichtung hinaus, die mehrere Kilo- 
gramme Pulver faBt und eine dicke, fein- 
porose Porolith-Filterplatte (Filterwerk, 

Abb.16 Adsorp. Meifien) besitzt. Ein Chlorophyll-Chro- 

tionsrohr mit matogramiii (Zucker) wird in dieser sorptions- 

ohnîsk“bX«’c. Apparatur in IV 2 Stunden fertig; noch 

wesentlich rascher arbeitet man mit Alu- 
miniumoxyd. Ein 50 cm hoher Glaszylinder G (Abb. 18) von 
12,5 cm lichter Weite, welcher unten mit einem geschliffenen 
Flansch versehen ist, wird mitteJs der Schrauben S und des 
Ringes E auf die von einem Gummiring umgebene Porolith- 
Filterplatte P aufgepreBt, welche ein sehr gleichmàBiges Saugen 
gewàhrt (S. 56). Die Platte sitzt in dem Metallgehàuse Af, das 
mit einem Ablaufstutzen A versehen ist. Der letztere wird mittels 
einer Gummiplatte auf eine Saugflasche montiert. Der Apparat 
(Fassungsraum: rund 6 kg Adsorbens) steht auf einem DreifuB. 

Für den Fall kleinerer Substanzmengen ist der zweite Apparat 
von WiNTERSTEiN und ScHÔN (3) geeignet (Abb. 19). Das Rohr 
(25 X 7,5 cm) besitzt unten einen ^geschliffenen Flansch miA 
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welchem es auf der von einem Gummiring umgebenen Porolith- 
platte P (Durchmesser 9,5 cm) steht. Die letztere ruht auf einem, 
mit passendem Schliff versehenen Glastrichter. Die drei Teile des 
Apparates werden durch zwei Metallringe J?, mittels der Schrau- 
ben S zusammengehalten (Lieferfirma : L. Hormuth, Inh. 
W. Vetter, Heidelberg). 

Zum Einfüllen wird das Adsorbens z. B. mit Benzin angerührt 
und portionenweise festgesaugt; die mechanische Trennung der 
Chromatogrammschichten geschieht durch Abràumen mit einer 
kleinen Schaufel. Die Verarbeitung groBer Stoffmengen gelingt 



Abb. 18. Apparat nach WlN- 
TBRSTEIN und SCHÔN (groBores 
Modell). 



Abb. 19. Apparat nach 
WINTERSTEIN Und SCHÔN 
(kleineres Modell). 


übrigens nach Winterstein und Stein (2) einfach in einem 
schlanken Perkolator, wenn auch wohl diese Arbeitsweise weniger 
vorteilhaft ist (Hohe z. B. 85 cm, Breite oben 12, unten 7 cm). 
Der Perkolator wird unten mit Watte, Drahtnetz und Filtrierpapier 
abgeschlossen und durch eine Saugflasche mit zwei guten Wasser- 
strahlpumpen in Verbindung gesetzt. 

Über Einrichtungen für den Fabriksbetrieb ist unseres Wissens 
noch nichts bekannt geworden. 

Apparate zur Mikro-chromatographie. Um die zu verarbeitenden 
Substanzmengen stàrker vermindern zu konnen (bis auf ^ 2 — 1 y)i 
muB vor allem der Durchmesser des Rohres entsprechend klein 
gewàhlt werden. Bereits Tswett (1) ging bis zu 2 mm herab. 



Einfüllen der Adsorptionsmasse. 


67 


Hesse (1) gebraucht ein Mikro-Rohr (Abb. 20), die Mafîe der 
Kolonne betragen 30 X 2 mm. 

Noch dünner als in der HESSEschen Apparatur ist die Adsorp- 
tionssàule von Becker und Schôpf (Abb. 21). An eine dick- 
wandige Capillare (innen 1 mm weit), die unten zur Aufnahme eines 
Wattepfrôpfchens etwas erweitert ist, wird zum bequemen Ein- 
füllen der Lôsung ein Glasrohr angeschmolzen (lichte 
Weite 4 — 5mm). Man stellt das Rohr, welches am 
unteren Ende eine geschliffene FuBplatte besitzt, in 
einem geraden Vorstoô auf eine Siebplatte und befestigt 
das Ganze an der Saugflasche. Nach dem Versuch wird 
eventuell auch das Rohr aufgeteilt. 

Das Hauptproblem der Mikro-chromato- | | 
graphie liegt nicht in der Zusammenstellung | 
der Apparatur, sondem in der einwandfreien | 

Identifizierung der Substanz. | 

Beispiele für die Arbeitsweise im Mikro- j 
mafistab: S. 141 — 143. ! | 


1 


Gang des Versuches. || 

Einfüllen der Adsorptionsmasse. | j 

Ein wichtiges Erfordemis für das Gelin- ( J 
gen der Analyse ist ein feat und gleichmdpig î 5 
gefülltes Rohr. Wird nàmlich das Pulver 
Abb. 20 . nicht homogen verteilt, so entstehen Risse Abb. 21 . 

Mikro- Rinnen, dur ch welche die Lôsung ihren 

adsorptions- ’ ® adsorptions- 

rohr Weg nehmen kann, ohne die zur richtigen rohr 

(Hesse). Eraktionierung unerlâBliche, hohe Anzahl u!^S 5 pf). 

von elementaren Adsorptionen und Elu- 
tionen durchgemacht zu haben. Derartig grobe Fehler vermeidet 
man leicht. Etwas mehr Übung erfordert das Erreichen einer so 
weitgehenden Homogenitàt, daB die Einzelzonen des Chromato- 
gramms nicht zu stark verbogen oder verzerrt seien. UnregelmâBig- 
keiten, wie in den Abb. 34 und 35 (S. 193), sind statthaft, 
wahrend Abb. 36 (S. 194) ein schlecht gefülltes Rohr wiedergibt. 

Namentlich in grôBerem VersuchsmaBstab zeigen sich ideale 
Schichtungsverhàltnisse nur selten. Es ist dies aber auch nicht 
notwendig, sondem es genügt, wenn durch die Lage der einzelnen. 


Abb. 21. 
Mikro - 
ad8orpt^ons- 
rohr 

(Becker 
U. SchOpf). 
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klar gezeichneten Bezirke das spàtere Zerschneiden ermoglicht 
wird. Eine nicht selten beobachtete Erscheinurig besteht darin, 
daB die Flüssigkeit entlang der inneren, zylindrischen Glasf lâche 
allmàhlich vorauseilt, verglichen mit der Stromungsgeschwindig- 
keit in der Mitte der festen Phase. So ergibt sich die in Abb. 22 
wiedergegebene Làgerungsart ; dünne, tiefliegende Scheiben konnen 
in einem breiten Adsorptionsrohr kappenfôrmige Gestalt an- 
nehmen. 

Zur Entfernung grôberer Veriinreini- 
gungen ans dem Pulver empfehlen wir, 
dasselbe durchzusieben, am besten unmittel- 
bar vor der Beschickung des Rohres. So- 
dann versieht man den Apparat mit der 
notigen Stütze für die Kolonne (Watte- 
bansch, Glaswolle, Porzellansieb, Glassinter- 
platte usw., S. 51) und sehüttet das Ad- 
sorbens anteilsweise in das vertikal gestellte 
Rohr. 

Das Feststampfen jeder einzelnen Portion 
(die erste soll grôBer sein als die übrigen) 
geschieht bei Rohrdurchmessern bis zu 1 bis 
2 cm mit einem abgeplatteten Glasstab. In Hdzpisuii. 
8che Foige grôBeren Apparaten, welche für prapara- 
^Sc^ht^iK five Zwecke meist verwendet werden, bedient man 
sich eines glattgedrehten, runden Holzpistills, dessen 
Endflàche ^3 des Rohrquerschnittcs ausmacht. Es ist praktisch, 
das Gérât ans NuBholz, für zweierlei RohrgroBen anfertigen zii 
lassen (Abb. 23). Die Endstücke sollen kreisrund, scharfkantig 
und durch einen ganz schwach konvex gearbeiteten Mittelteil 
mit dem Stab verbunden sein. 

Man stampft nicht allzu stark, mit kleinen, energischen Schlà- 
gen (Hubhôhe 3 — 6 cm), Beim Hochgehen des Pistills wird Va- 
kuum erzeugt und eventuell eine Wolke von feinem Pulver zu- 
rückgesaugt. Zwecks Verhinderung dieses Übelstandes hat vor 
làngerer Zeit Rogowski empfohlen, das Holz zu durchlochern; es 
genügt jedoch, wenn man beim Heben des Stampfers eine kleine 
drehende Bewegung macht. 

Beispiel. MaBe des Glasrohres 30 X 5,5 cm. Es nahm bis zu einer 
Füllhôhe von 24 cm 550 g Calciumcarbonat auf, das in 21 Portionen 
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eingestampft wurde: 50 g + 20 X 26 g. Man führte bei jedem Anteil 
20 Schlage aus. Gesamtdauer des Einfüllens 10 — 15 Minuten. 

Etwa — ^5 des Rohrinhaltes bleibt für die Lôsimg frei. Die 
Menge des Adsorptionsmittels wird, im Verhàltnis zur aufzu- 
nehmenden Substanzmenge, im allgemeinen sehr reichlich be- 
messen. Man weicht von diesem Grundsatz nur in Spezialf allen ab. 

So hat Strain (1) zur partiellen Scheidung von (X- und /5-Carotin 
nur so viel Magnesiumoxyd angewandt, dal3 die Menge desselben 
etwas geringer war, als zur Bindung des gesamten Farbstoffes er- 
forderlich gewesen wâre. Das schwâcher adsorbierbare «-Isomere 
haufto sich im Filtrat an. 

Nachdem das Piilver bis zur gewünschten Hohe eingefüllt 
worden ist, setzt man das Rohr auf eine Saugflasche, làBt die 
Pumpe laufen, wàhrend man die Saule mit dem Holzpistill 
oben nochmals feststampft: die ganze kreisrimde Oberflàche wird, 
namentlich entlang der Glaswand, gleichmàBig mit gelinden 
StôBen bearbeitet (nicht drücken). Diese letzte Vorbereitung 
dauert 1 — 2 Minuten und muB so lange (aber nicht langer!) fort- 
gesetzt werden, bis beim Zurückziehen des Pistills keine Staub- 
wolke mehr entsteht, So wird das Entstehen von Luftblasen bzw. 
Rissen beim nachfolgenden AufgieBen der Losung vermieden. 
Bereitet man jedoch eine allzu harte Oberflàche (namentlich auf 
CaCOg und âhnlichen Matcrialien), so kann die Füllung gleichfalls 
bersten; groBere Stücke des Adsorbens schwimmen dann in der 
Flüssigkeit. 

Namentlich beim Gebrauch von geràumigen Vorrichtungen ist 
das Einstampfen beschwerlich oder unausführbar. Winterstein 
und Stein ( 1 ) verfahren daher so, daB sie die mit der Saugpumpe 
verbundene, lotrecht gestellte Apparatur anteilsweise mit einer 
^eiYLin-Susfension des Adsorptionsmittels beschicken. Jedesmal 
wird schwach und schlieBlich stark gesaugt. Die Oberflàche muB 
ohne Unterbrechung mit Benzin bedeckt sein. Das Füllen des 
S. 56 erwàhnten Perkolators mit 3 kg Puderzucker erforderte 2 bis 
3 Stunden. 

Castle, Gillam, Heilbron und Thompson geben an, daB die für 
die Aufteilung von Vitamin-A-Konzentraten geeignete Calcium- 
hydroxyd-Sàule folgend vorbereitet werden muB; Man schüttelt das 
Material stark mit einigen Raumteilen Benzin, lâflt die Suspension 

Stunde stehen, wobei zur Entfemung von Luftblàschen gelegent- 
lich mild geschwenkt wird. Man füllt das Glasrohr anteilsweise und 
führt die nàchste Portion jeweilig erst ein, wenn die vorangehende 
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sich vollkommen abgesetzt batte. Die Vorbereitimg der Kolonne 
erforderte hier einige Stiinden. — Holmes, Cassidy, Manly und 
Hartzler entfernen Gasblàschen durcH Klopfen. 

Nach unseren Erfahrungen erzielt man durch die Einfüllung 
einer Suspension tatsàchlich eine gleichmàBigere Schichtung von 
Farbstoffzonen, man muB aber, namentlich wenn ein Glasrohr 
Calciumcarbonat oder Kalk enthàlt, den Nachteil in Kauf nehmen, 
daB die Saule beim Auspressen durchlaufende Risse làngs der 
Zylinderachse erhalten kann. 

In geeigneten Eàllen haben wir, falls das Einfüllen dringend 
war, dasselbe so ausgeftihrt, daB unter stetigem Saugen trockenes 
CaCOg oder Ca(OH )2 portionsweise in das Rohr gebracht und rasch 
gestampft wurde. Es lâBt sich auch auf diesem Wege schôn waage- 
rechte Lagerung erzielen, bei der weiteren Verarbeitung darf jedoch 
die Eüllmasse nicht ausgepreBt werden, da sie in mehrere lange, 
von der Rohrmündung an nach auswàrts gebogene Stücke zer- 
fàllt. Dem Abràumen des Rohrinhaltes mit dem Spatel oder der 
Bereitung eines ,,flüssigen“ Chromatogramms (S. 65) steht natür- 
lich nichts im Wege. 

Eüllt man getrennte Schichten von zwei Adsorptionsmitteln in 
ein gemeinsames Rohr, so stampfe man die untere Lage, wie ge- 
wôhnlich, fest, wickle dann das Holzpistill in ein reines Leinwand- 
tuch und setze das Schlagen noch einige Zeit fort, wàhrend die 
Saugpumpe làuft, Sodann wird die Glaswand sehr sorgfàltig von 
kleinen Staubteilen (herrührend von der Eüllmasse) befreit und 
erst dann mit dem Einstampfen des zweiten Adsorptionsmittels 
begonnen. Versàumt man diese VorsichtsmaBregel, so erleidet das 
Chromatogramm an der Berührungsflàche der beiden Sàulen unter 
Umstànden eine empfindliche Stôrung. 

Einführen der Losung. 

Wenn das Rohr vorbereitet ist (s. oben), làBt man die Pumpe 
weiterlaufen und gieBt den ersten Flüssigkeitsanteil ohne Verzug 
so auf, daB die gesamte Oberflàche môglichst gleichzeitig benetzt 
und bedeckt werde. Dies geschieht ohne besondere Vorrichtung, 
man kann aber auch einen Tropftrichter oder sonstige, selbsttatig 
wirkende Reguliermittel gebrauchen. Beispiele hierzu bringt S. 51 
bis 52 wie auch für das Arbeiten bei LuftausschluB. Es ist sehr 
wichtig, daB die obéré Grenzflàche des Pulverzylinders stàndig mit 
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Flüssigkeit bedeckt bleibe^ von der Einführung des ersten Lôsungs- 
anteiles bis zum Abschlufi des Entwickelns. Achtet man hierauf 
nicht, so wird unter Umstànden die partiell ausgetrocknete Saule 
schrumpfen. GieBt man dann wieder Flüssigkeit auf, so sickert 
dieselbe nicht mehr gleichmàBig durch den gesamten Querschnitt, 
sondern ein Teil davon eilt voraus, entlang der Glaswand. Deshalb 
darf die flüssige Phase aus dem ungefüllten Rohrteil erst ver- 
schwinden, wenn bereits das Auspressen vorgenommen werden soll. 

Kommt eine soeben eingestampfte, noch trockene Adsorptions- 
sàule plôtzlich mit einer Flüssigkeit in Berührung, so ergeben sich 
bei manchen Materialien zwei Übelstânde: 1. werden von der 
oberen Grenzf lâche feine Teilchen aufgewirbelt und 2. kônnen 
kleine Risse entstehen, wodurch das teste Gefüge gestôrt wird. 

Man schützt die Saule durch Auflegen eines runden Filtrier- 
papierstückes ; eventuell wird dieses kurz vor dem Versuch mit dem 
Losungsmittel befeuchtet. Tswett legte einen, mit dem reinen 
Solvent durchtrànkten Wattebausch auf die Rohrfüllung, welcher 
einige Zeit dort belassen und erst unmittelbar vor dem AufgieBen 
der Lôsung entfernt wurde. Man erzielt so ein allmàhliches Durch- 
dringen der empfindlichen Oberflàche durch die Dàmpfe eines 
organischen Solventen. Manchmal ist es sogar vorteilhaft, zu- 
nàchst die gesamte Saule mit dem Losungsmittel unter Saugen 
anzufeuchten. In zahlreichen anderen Fâllen sind aile die er- 
wàhnten Maûregeln entbehrlich, besonders wenn ein enges Rohr 
in Gebrauch steht. 

Bei der Chromatographie von Acetylcellulose erwies sich ein 
Anfeuchten der Saule als ungünstig: S. 159. 


Entwickeln zum fertigen Chromatogramm. 

Das ,,Entwickeln“ geschieht durch reichliches Aufgiefien eines 
reinen Lôsungsmittels, das entweder identisch mit dem ange- 
wandten Solvent oder davon verschieden sein kann. Man wahlt 
die letztere Variante, wenn die Elutionskraft gesteigert werden 
soll, d. h. wenn das Losungsmittel des eingeführten Substanz- 
gemisches nicht oder nur mit Zeitverlust imstande ist, die Zonen 
auseinanderzuziehen. Man setze das Entwickeln so lange fort, bis 
ein optimales Saulenbild erreicht ist, bis also der Eindruck ent- 
steht, daû aile oder diejenigen Schichten, für welche man Inter- 
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esse hat, sauber herausgeschnitten werden konnen, ohne daB mehr 
als hôchstens eine Komponente die Saule passiert hat. Im Ver- 
laufe auch der Entwicklung mu B die obéré Grenzflàche des Ad- 
sorptionsmittels stets mit Flüssigkeit bedeckt sein. Auch ganz 
kurze Unterbrechungen sind schàdlich. 

Über den Gang des Entwickelns orientieren die Abb. 33 — 35 auf 
S. 193. 

Kuhn und Weygand haben ein rohes, für die Keinigung be- 
stimmtes Flavin-Prâparat in fcster Form mit Aluminiiimoxyd ver- 
rieben und das Gemisch auf eine vorbereitete AlgOg- Saule gestampft. 
Lôsen und Entwickeln verliefen hier wâhrend der gleichen Operation, 
nàmlich beim AufgieBen von Holzgeist -f* Xylol. 

Die BeschreÂbung eines entwickelten Sàulenbildes geschieht 
zweckmàBig nach dem im Speziellen Teil gebrauchten Schéma, 
wobei von den links stehenden Zahlen die Zonendicke in Millù 
metern angegeben wird (Beispiel: S. 98). 

Für die Beurteilung des Chrornatogramms gelten die folgenden 
Gesichtspunkte. 

Das Aussehen desselben ist weitgehend unabhàngig von 
Begleitstoffen, worauf eigentlich die vielseitige Anwendbarkeit 
der TswETTschen Méthode beruht. Es gibt aber auch Fàlle, in 
denon eine Anderung des normalen Sàulenbildes beobachtet wird, 
wobei die Zonen sich anormal ausbreiten und verwaschen aus- 
sehen, ganz als wenn ein Elutionsmittel zugegen wàre. Tatsàchlich 
setzen hôhere Konzentrationen mancher Begleiter die Oberflàchen- 
aktivitàt der festen Phase gegenüber der gelosten Substanz stark 
herab. Die Adsorptionsisotherme verlàuft dann ganz ^^nders als 
diejenige der reinen Verbindung, und zwar so, daB beim Versuch 
Elutionsvorgànge zur Geltung kommen. Man beobachtet dies 
Z. B. bei der Aufteilung von tierischem Lipochrom, wenn es in 
sehr viel Fett, Cholesterin usw, eingelagert ist. Seltener wird das 
Festhalten dur ch die Verunreinigung vôllig verhindert, so daB 
Stoffe durch die Kolonne gehen, die eigentlich fixiert werden 
müBten (Vgl. hierzu Abb. 42 — 43, S. 196.) 

Das ein- bis viermalige Wiederholen des Adsorptionsversuches 
führt meist zum Ziel, da die absolute Menge des Begleitstoffes 
von Saule zu Saule rasch sinkt. Wenn unbedingt nôtig, so führe man 
eine Vorreinigung des Rohauszuges nach irgendeinem anderen Ver- 
f ahren aus, was namentlich dann erf orderlich sein wird, wenn der Quo- 
tient gesuchte Substanz /gesamter Stoffinhalt sehr ungünstig liegt. 
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Besonders reine Pràparate zeigen meist grôBere Adsorptions- 
kraft, ja es kam vor, daB die Elution gerade durch den hohen 
Reinheitsgrad erschwert oder vereitelt wurde. 

Die Vielfâltigkeit der môglichen Kombinationen bringt es 
jedoch mit sich, daB die soeben beschriebenen Verhàltnisse auch 
umgekehrt werden konnen, so daB das Festhalten einer Substanz 
durch die Anwesenheit eines Begleitstoffes in der Saule begünstigt 
wird. Von dem Begleiter wird die Kolonne sozusagen ,,gebeizt‘' 
und das ,,Aufziehen“ gefôrdert. Als Adsorbens ist dann nicht 
die in das Rohr eingefüllte Masse zu betrachten, sondern das 
System Füllmasse + Begleiter. Das Fixieren einer dritten Sub- 
stanz wurde von Schopf und Becker als ,,SecMndàr-adsor option'" 
bezeiohnet (vgl. auch Koschara 4, 5). 

ScHÔPF und Becker haben gezeigt, daB das Erythropterin 
(S. 139) aus seiner Rohlôsung (wâBriges Pyridin) sehr fest an 
Aluminiumoxyd adsorbiert wird, obzwar dies mit dem reinen 
Farbstoff miBlingt. Die Menge des kaum gefàrbten Begleiters 
kann nur gering sein, denn sic reicht zur Festhaltung des Gesamt- 
farbstoffes nicht aus; ein Teil davon làuft durch die Kolonne 
und konnte eine gar nicht vorhandene Heterogenitàt vortàuschen. 
Der hângengebliebene Pigmentanteil wird von Pyridinwasser 
langsam eluiert und beim nochmaligen Filtrieren durch eine neue 
AlgOg- Saule nicht mehr adsorbiert. Der Begleiter verbleibt in 
demselben Bezirk der ersten Saule, wo früher das Erythropterin 
festgehalten war, und verrat sich durch eine schwach bràunliche 
Verfàrbung oder durch die violettblaue Fluorescenz un ter der 
Quarzlampe. 

Das noch ausstehende Studium von kiinstlich hervorgerufenen 
Sekundâr-adsorptionen verspricht intéressante Ergebnisse. 

SchlieBlich sei vermcrkt, daB das Adsorptionsverhalten in wàfiriger 
Lôsung auch von Salzen beeinfluBt werden kann, so daB verschiedene 
Salzkonzentrationen zu abgestuften Moglichkeiten der Fixierung 
bzw. der Elution führen (vgl. z. B. Kosciiara 4, Ruggli und 
Jensen 1 sowie S. 154 — 155). 

Auspressen und Zerschneiden der Saule. Elution der 
Komponenten. 

Damit das Auspressen des Adsorptionsmittels leicht und ohne 
Zerbrockelung gelingt, darf es weder zu feucht noch zu trocken 
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sein. Nachdem das Entwickeln abgeschlossen wurde, làôt man 
die Pumpe zunàchst weiterlaufen, bis die oben stehende Flüssig- 
keitsschicht verschwunden ist. Dann wird das Saugen noch kurz 
fortgesetzt (bei sehr luftempfindlichen Stoffen unter Einleiten von 
Stickstoff). Oft kommt man zum richtigen Feuchtigkeitsgrad, 
wenn man, nachdem die letzten Anteile des Lôsungsmittels ein- 
gesickert sind, die Rohrmündung mit dem flachen Handteller 
V4 — V2 Minute verschlossen hait, wàhrend die Pumpe noch làuft. 

Das Auspressen geschieht am besten mit Hilfe des auf S. 58 
abgebildeten Holzpistills, in waagerechter Stellung des Glasrohres, 
das unmittelbar über Schreib- oder Glanzpapier gehalten wird. 
Ist das Ausdrücken erschwert oder unausführbar, so kann man das 
Füllmaterial mit einem Spatel abràumen, was im grofien Versuchs- 
maBstab stets erforderlich ist (S. 56). Meist genügt es, das Ad- 
sorptionsrohr vom Apparat zu entfernen, worauf man es umdreht 
und, mit der Mündung nach unten, mehrere Male sanft aus 1 cm 
Hôhe auf die mit einem Tuch bedeckte Tischplatte fallen làfît. 
Die Füllung lockert sich, die Saule wandert langsam der Offnung 
zu und wird mit dem Pistill ausgepreBt. Man kann übrigens 
einzelne Sàulenbezirke mit Hilfe von runden Leinwandsttickchen 
von vornherein abgrenzen. 

Zum Zerschneiden dient ein Skalpell. Die Aufteilung wird vor- 
sichtig durchgeführt, also die Saule nicht etwa schematisch, recht- 
winklig zur Làngsachse zerteilt. Zunàchst entfernt man Stücke 
von unbeladenen Kolonnenteilen, nimmt dann einzelne grôBere 
Bezirke in die linke Hand und schabt mit der rechten, in einem 
spitzen Winkel zur Achse, die weiBen Lagen sowie etwaige 
geringfügige Nebenzonen vorsichtig ab. Dies ist erforderlich, 
damit au ch verbogene oder verzerrte Schichten sauber herausgeholt 
werden konnen. In komplizierten Fallen leistet man eine Art 
Bildhauerarbeit . 

Die einzelnen, homogenen Sàulenteile werden mit dem Bkalpell 
grob zerbrockelt, sofort in das bereit stehende Eluens geworfen 
und umgeschwenkt. Das Herauslosen erfolgt meist mit groBer 
Geschwindigkeit. Es muB nur ausnahmsweise erwàrmt werden. 
Die Suspension wird filtriert (vorteilhaft sind Glasnutschen) und 
nachgewaschen . 

Die Kontrolle der Homogenitât erfolgt am besten wieder 
chromatographisch . 
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Für die weitere Untersuchung konnen keine allgemein geltenden 
Regeln gegeben werden, da ja aile physikalischen, chemischen und 
physiologischen Methoden zur Verfügung stehen, der Eigenart 
des betreffenden Kôrpers gemàB. Ahnliches gilt für die Isolierung. 

Ruggli und Jensen (1) haben bei der Chromatographie von 
gowissen wasserlôshchcn Teerfarbstoffen ein originelles Verfahren 
ahgewandt. Jedes Teileluat wurde unmittelbar auf merzerisierte 
Baumwolle aufgefàrbt, von dort mit kochendem Wasser wieder ab- 
gezogen und erst dann als Pulver isoliert. Zur Selektivitât der Ad- 
sorptionssaule gesellte sich hier das aviswâhlende Festhalten von 
Pigment durch die Faser. 


Flüssiges Chromatogramm. 

AuBer dem vorangehend beschriebenen Gang des Adsorptions- 
versuches wird recht haufig noch eine andere Arbeitsweise befolgt, 
welche bereits S. 50 erwàhnt wurde und dadurch gekennzeichnet 
ist, daB die Saule weder aus dem Glasrohr gepreBt, noch zer- 
schnitten wird. Vielmehr trachtet man, den gesamten adsorbierten 
Stoffinhalt (oder Teile davon) durctx die Kolonne zu treiben und 
fàngt die einzelntn Filtratfraktionen durch Wechseln der Vorlage 
gesondert auf, So ergibt sich ein gleichfalls bequemer Arbeits- 
gang. 

Je nach der Adsorptionskraft kommt das obige Prinzip in 
verschiedenen Ausführungsformen zur Geltung. Beispielsweise 
bildet man zunàchst ein normales Chromatogramm aus, welches 
dann so energisch entwickelt wird, daB die Komponenten nach- 
einander in das Filtrat wandern. Man erzielt dies entweder mit 
Hilfe einer einzigen Elutionsflüssigkeit oder werden immer stàrker 
wirkende Eluenten nacheinander aufgegossen; jedes entfernt 
gewisse Stoffarten aus der Saule. Hàtte man für jede Schicht ein 
streng auswàhlend wirkendes Elutionsmittel zur Verfügung, so 
wàren ideale Voraussetzungen für die beschriebene Art des Ver- 
suches gegeben. 

Im Falle einer stark verunreinigten Rohlôsung mu B man unter 
Umstànden zwangsweise ein ,,flüssiges‘‘ Chromatogramm bereiten, 
weil ein stabil verankertes Sàulenbild überhaupt nicht zustande 
kommt. Man beobachtet dann, von dem Zeitpunkte des ersten 
Aufgusses bis zur Beéndigung der Adsorptionsanalyse, ein ste tiges 
Durchlaufen von gelôster Substanz. Entwickelt wird überhaupt 
Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsniethode. 5 
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nicht, sondern man fàngt die abwàrtswandernden Zonen einzeln 
auf. Àhnliche Verhàltnisse lassen sich planmàfiig hervorrufen, 
falls ein für das Festhalten des gelôsten Materials zu schwach 
wirkendes Adsorptionsmittel gewàhlt wurde. 

Freilich genügt die angegebene Ausführungsform zur Trennung 
von eng aneinander liegenden, dünnen Scheiben keineswegs, 
namentlich wenn sie sehr àhnliche Stoffe enthalten; bereits ge- 
schiedene Komponenten vereinigen sich im Filtrat. Dies kann 
auch bei gut ansgebildeten Chromatogrammen geschehen und die 
bereits durchgeführte Aufteilung verderben, falls der Entwickler 
allzu stark eluierend wirkt. Dann werden nàmlich die in den 
oberen Bezirken der Saule festgehaltenen Stoffanteile rasch heraus- 
gelôst, nach unten gespült und mit dort befindlichen anderen 
Fraktionen wieder vermengt, noch bevor die letzteren die Saule 
verlassen konnten. Geschieht dies im Falle farbloser Materialien, 
in dem man die Vorgànge nicht unmittelbar beobachten kann, so 
kann Untrennbarkeit vorgetàuscht werden, besonders wenn 
einzelne Schichten des Chromatogramms stark verbogen waren. 

Trotz dieser Einschrànkungen bildet das ,,flÜ8sige“ Chromato- 
gramm ein unentbehrliches Hilfsmittel zur Aufarbeitung gewisser 
Stoffgemenge. Die gewonnenen Filtratanteile lassen sich mitunter 
der ,,normalen“ Chromatographie unterziehen. 

Adsorption und Elution in waBriger Losung. EinfliiB 
der W asserstoffionenkonzentration. 

Es ist namentlich aus den klassischen Enzym-Forschungen von 
WiLLSTÂTTER und seiner Schule bekannt, dab die Adsorption von 
organischem Material an eine anorganisch zusammengesetzte feste 
Phase, aus wàfiriger Losung, von der Wasserstoffionenkonzen- 
(ration beeinflufit und geleitet wird. Verhàltnismàdig kleine Ver- 
schiebungen im ph kônnen gewaltige Effekte hervorrufen und 
führen beispielsweise zum Herauslôsen des Adsorbats. Àhnliche 
Vorgànge kommen an der Oberf lâche eines jeden Kornchens zur 
Geltung und sind von der àuBeren Form der adsorbierenden 
Gesamtmasse weitgehend unabhàngig. Sie spielen demnach auch 
in die TswETTsche Versuchstechnik hinein. 

Dies bedeutet, daB man sehr oft unter Anwendung von Pttffer- 
Gemischen arbeiten wird. 
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Es ist das Verdienst von Koschara (4,5), die einschlâgigen 
Verhàltnisse für bestimmte Fàlle systematisch untersucht und 
dargelegt zu haben. Aus seinen, namentlich an Bleicherden (S. 43) 
gesammelten Erfahrungen sei hier folgendes mitgeteilt. 

Man kann in wàBriger Lôsung, unter Verwendung von Bleich- 
erde, in einem breiten Reaktionsbereich arbeiten, nâmlich be- 
ginnend von 5 n-Mineralsaure, bis zu pn ~ 1 1 • Ein stàrkeres 
Alkali fàllt Hydroxyle aus, welche das Filter verstopfen. Die Elution 
geschieht meist in der intakten Saule, einfach durch Senken 
oder Erhôhen der Wasserstoffiônenkonzentration. So wurde z. B. 
bei ph = 7,6 adsorbiert, bei 8,3 nachgewaschen und bei 9,2 ent- 
wickelt. Es kam vor, da6 die Reihenfolge zweier Zonen bereits 
durch eine Verschiebung des Ph um 0,3 Einheiten vertauscht 
wurde. Oft bieten diese Verhàltnisse gu te Vorbedingungen für 
die Erzeugung eines ,,flüssigen“ Chromatogramms (S. 65). 

Als Puffer haben sich Phosphat- und Boratlôsungen nach 
SÔRENSBN bewâhrt; die Verwendung von Ammonchlorid -)- Am- 
moniakpuffer ist ungünstiger. Wàfirige Alkaliacetate sind auf 
Bleicherden zu vermeiden. Gebraucht man Aluminiumhydroxyd, 
so wird die Pufferlôsung zweckmàBig mit Holzgeist verdünnt. 

Falls die Alkalinitàt des Puffers zur Elution nicht ausreicht, 
verwende man eine 2prozentige oder stàrkere wàBrige Pyridinlôsung, 
eventuell eine noch wirkungsvollere Mischung von Pyridin und 
Sàuren. Die Eluierbarkeit hàngt natürlich nicht nur vom Milieu, 
sondern au ch von der chemischen Zusammensetzung des Ad- 
sorptionsmittels ab, z, B. erforderte ein Farbstoff zur Elution 
aus Bleicherde XXF pg = 8,3, wàhrend er von einer Frankonit- 
KL- Saule erst bei 9,2 abgelôst werden konnte. 

Man versuche die Anwendung von Bleicherde zuerst in neutraler 
oder saurer Lôsung. Eine „neutrale Adsorption'* làBt sich in- 
dessen nur erreichen, wenn auch das Adsorbens wirklich neutral 
reagiert, wenn es also fabrikatorisch nicht mit Sàure vorbehandelt 
wurde (vgl. S. 43). Die Kombination neutrale Erde -f- saure 
Lôsung ist in der Adsorptionssàule ungünstig, da durch das Ent- 
weichen von Kohlendioxyd Risse entstehen kônnen. Auf Frankonit 
sind auch saure Lôsungen verwendbar, obzwar es meist genügt, 
wenn eine neutrale Flüssigkeit zu dieser sauren Erde gelangt. 

Die Frankonit-KL- Saule sowie das Adsorbat müssen aus- 
giebig mit dem Aufnahme'puffer gewaschen werden, denn nur dann 

5 * 
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ist die Kolonne für eine glatt verlaufende Entwicklung richtig 
vorbereitet. Durch ein seiches Waschen wird allerdings der 
Farbstoff meist gar nicht abwârtsgetrieben und nicht eluiert, die 
Saule verândert sich jedoch derart, daB lokale, ,,sauer adsor- 
bierende“ Stellen verschwinden. Hat man dagegen die Saule un- 
genügend mit dem Aufnahmepuffer durchspült, so lest zwar das 
nachfolgend angewandte Eluens den Farbstoff ab und treibt ihn 
in tiefer liegende Bezirke, doch stockt die wandernde Schicht 
plotzlich und bezeichnet damit jene Stelle, bis zu welcher das 
vorbereitende Waschen wirksam war und unterhalb der noch 
,,saure“ Adsorption besteht. 

Als Apparat dienton zylindrische Nutschcn, mit der Wasserwaage 
ausgerichtet. Man saugt erst ganz schwach (30 — 50 cm Wasserdruck) 
imd liiBt die Pumpe erst spâter krâftig laiifen. 

Binschldgige Arbeitsvorschriften. Isolierimg von Lyochromen 
(S. 136) sowie von Uropterin (S. 143) ans Harn. — Chromatographie 
in waBriger Lôsung, ohne Anwendung von Puffern : Anthocyane, S. 145. 


Besondere Methoden ziir Chromatographie farbloser 

Siibstanzen. 

Die auf Grund der Verschiedenheit von Adsorptionsaffinitâten 
sich abspielende Stoffzerlegung steht mit der Farbe in keinem 
zwangsweisen Zusammenhang. Vielmehr ist die fraktionierte Ad- 
sorption von Pigmenten der für den Experimentator bequemste 
Spezialfall einer allgemeineren Erscheinung, in welchem der Ver- 
su chsablauf mit dem Auge verfolgt werden kann. In zahllosen 
anderen Fàllen erfolgt gleichfalls eine Schichtung, ohne daB dies 
auffallend zutage treten würde. Schon Tswett (1) spricht treffend 
von einem unsichtbaren Chromatogramm. 

Vor kurzem empfahl Koschara (4), die historische Bezeich- 
nung ,,Chromatographie“ bei farblosen Materialîen f allen zu lassen, 
zugunston von ,,Adsorptionsanalyse“. Wir schlieBen uns diesem 
Vorschlag nicht an, da das Wesentlichste der TswETTschen Idee, 
nâmlich das Durchstrômen des Adsorbens in einer Richtung, auch bei 
Versuchen mit weiBen Substanzon in Geltung bleibt. 

Derzeit sind die nachfolgend aufgezahlten Methoden zur 
Chromatographie von farblosem bzw. schwachgefàrbtem Material 
in Gebrauch. Man ist dabei bestrebt, ein unmittelbares Beob- 
achten zu ermôglichen, also irgendwie Farbe oder Leuchterschei- 
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nungen hervorzurufen. Gelingt dies, so werden jene Aufteilungs- 
verfahren brauchbar, welche sich auf dem Gebiet der Pigmente 
bewâhrt haben. 

1 . Das empirische Verfahren. 

2 . Markierung einer farblosen Zone mit einem Indicator. 

3. Chromatographie nach chemischer Umwandliing des farb- 
losen Gemisches in gefàrbte Stoffe. 

4. Sichtbarmachung des Chromatogramms in nltraviolettem 
Licht. 

5. Sichtbarmachung des Chromatogramms mittels Farb- 
reaktionen. 

1. Das empirische Verfahren 

besteht einfach darin, daB man das Chromatogramm, obzwar 
keine sichtbaren Wegweiser vorhanden sind, in mehrere Bezirke 
aufteilt und die Eluate einzeln untersucht. Nachdem so die Ver- 
hàltnisse geklàrt wurden, wird man bei àhnlichen, mit demselben 
Material ausgeführten Versuchen planmàBig vorgehen konnen. 
Dasselbe gilt natürlich auch für Filtrate, die sich anteilsweise 
auffangen und prüfen lassen. 

2. Markierung einer farblosen Zone mit einem Indicator. 

Bereits Tswett ( 1 ) empfahl, der aufzuteilenden farblosen 
Losung ein Pigment beizumengen^ dessen Platz in der Saule, relativ 
zu einem weiBen Inhaltsstoff, genau bekannt ist. Durch den Farb- 
stoff wâre dann auch die Lage einer unsichtbaren Zone markiert, 
ebenso ihr Abwàrtswandern wàhrend der Entwicklung zum 
fertigen Chromatogramm. Das Verfahren ist wirklich ausführbar, 
eine allgemeine Méthode bietet sie aber nicht (vgl. auch Winter- 
STEIK und Stein 1). Jedenfalls muB das Adsorptionsverhalten 
genau studiert und die Vorschrift sorgfàltig festgelegt werden. 

In der neuen Untersuchung von Brockmann (3) findet man 
ein schônes Beispiel für diese Arbeitstechnik. Zwecks Isolierung 
des Vitamins D 3 aus Thunfisch-Leberôl (Einzelheiten S. 182) 
wurden zahlreiche Farbstoffe auf ihre Eignung als Sàulen- 
indicator geprüft, und zwar durch Vergleich mit Vitamin Dg in 
bezug auf die Adsorptionsisotherme sowie auf das chromato- 
graphische Verhalten. Hierbei fand auch der EinfluB von physio- 
logisch unwirksamen Begleitem, welche in Leberôlen vorzukommen 
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pflegen, die gebührende Berücksichtigung. Am besten bat sich 
das jjndicatorrot 33‘' bewàhrt: die roten Zonen des Chromato- 
gramms waren gleichzeitig die vitaminreichsten. Erst wenn der 
Farbstoff in einer schmalen Schicht sich angesammelt batte, 
sçhlieBt man das Entwickebi ab und zerschneidet die Saule. 

In günstigen Ausnahmefàllen wird der Indicator von der 
Natiir selbst dargeboten ; so befindet sich im Giftsekret der Krote 
ein Pigment, das genau wie das farblose Hauptgift Bufotalin ad- 
sorbiert wird (Wieland, Hesse und Hüttel; s. S. 170, vgl. auch 
Tschesche und Offe, S. 171). 

3. Chromatographie nach chemischer ümwandlung des farblosen 
Gemisches in gefârbte Stoffe. 

Das Prinzip dieses Kunstgriffes besteht darin, den Substanzen, 
vor Ausführung der Adsorptionsanalyse, ein spâter leicht ab- 
spaltbares Chromophor anzuhàngen, wodurch die gestellte Auf- 
gabe auf die Zerlegung von Farbstoff en zurückgeführt wird. Diese 
Arbeitsweise stammt von Strain (4) und diente zunàchst zur 
Trennung von gewissen Carbonylverbindungen. Man kondensiert 
dieselben mit 2,4-Dinitro-phenylhydrazin und nimmt die Auf- 
teilung des Hydrazongemisches auf Talcum, Fasertonerde, Alu- 
miniumoxyd, Aluminiumphosphat, tert. Magnesiumphosphat oder 
Fullererde vor. (Magnesiumoxyd oder andere basische Ad- 
sorptionsmittel wirken zersetzend.) Das sehr nützliche Verfahren 
erfordert einen verhàltnismàBig bedeutenden Zeitaufwand. 

Beispiele. a) Eine Petrolâtherlôsung der Dinitro-phenylhydrazone 
von [i-Jonon nnd Campher wird auf Talcum verarbeitet: oben bleibt 
das Jonon-, darunter das Campherderivat hàngen. 

b) Trennung von Geronsàure- und Lavulinsaure-dinitrophenyl- 
hydrazon, in Benzin, auf Talcum. Oben: das Hydrazon der Làvulin- 
.sâure CH3-CO(CH2)2COOH, darunter dasjenige der Geronsàure 
HOOC • C (CH3 )2CH2 • CH2 • CH2 • CO • CH3. 

Die mit Sprit eluierttm Dinitro-phenylhydrazone lassen sich in 
wàBriger, wàfirig-saurer oder in Eisessiglôsung mittels einer Di- 
carbonylverbindung wieder spalten, z. B. mit Glyoxal, Methyl- 
glyoxal oder Diacetyl. 

c) Das Verfahren wurde auch auf Pikrate von Tetraalkyl-ammo- 
niumhydroxyden ausgedehnt. 

Ein prinzipiell àhnlicher Weg wurde von Lederer bei der 
Trennung von Phenolen befolgt (Privatmitteilung) : Man versetzt 
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die wàBrige Losung mit Ferrichlorid und chromatographiert die 
tiefgefàrbte Flüssigkeit auf AlgOg. Phénol, Resorcin, Brenz- 
catechin und Phloroglucin lassen sich gut unterscheiden. 

4. Sichtbarmachung des Chromatogramms in ultraviolettem Licht. 

Dieses besonders fruchtbare und entwicklungsfàhige Ver- 
fahren gründet sich darauf, daÛ zahlreiche farblose Substanzen im 
Licht der Quarzlampe lebhaft fluorescieren. Die Erscheinung wurde 
gleichzeitig von Winterstein und 
ScHÔN (1) bzw. von Karrer und 
ScHÔPP (2) auf dem Gebiet der Tswett- 
schen Arbeitstechnik nutzbar gemacht. 

Die letztgenannten Forscher führten 
die Bezeichnung ,, Ultra-chromatogra- 
phie'' ein, Grassmann und Lang 
sprechen von einem ,, Fluor escenz-chro- 
matogramm" . 

Durch die neue Arbeitsweise wird 

es nicht nur ermôglicht, den Platz fluo- 

rescierender Substanzen in der Saule zu 

lokalisieren und diesel ben von Stoffen 

zu trennen, welche mittels einer ültra- 

violettbestrahlung nicht anregbar sind, 

sondern man beobachtet im günstigen 

Falle verschiedenfarbiges und ungleich 

starkes Leuchten der einzelnen Bezirke 

(Blaufluorescenz ist meist untypisch). 

Das richtige Zerschneiden der Saule be- 24. Adsorptionsrohr ans 

, . Cl L • • 1 -.L (montiert). 

reitet dann keme Schwierigkeit. 

Die theoretisch günstigsten Versuchsbedingungen sind bei der 
Verwendung eines Quarzrohres gegeben, z. B. in der einfachen 
Anordnung der Abb. 24 {R ~ Rohr, 16 cm lang; w ~ Watte; 
iC~Kork; nach Grassmann). Karrer und Schôpp (2) emp- 
fehlen ein viereckiges Rohr mit planparallelen Wànden für den 
Klein versuch. Der Gebrauch des immerhin kostspieligen Quarzes, 
aus welchem geschliffene Apparaturen nur umstàndlich herzu- 
stellen sind, ist aber nach unseren Erfahrungen gar nicht erforder- 
lich, wenn die Fluorescenz einigermafien stark ist, sondem man 
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kommt mit Glas ans, am best^n mit weichem Geràteglas (Schott 
imd Gen., Jena). In anderen Fallen wird man die Saule erst 
nach dein Auspressen in das Uviollicht bringen und so die appara- 
tive Schwierigkeit umgehen. 

Als Lichtquelle für die irn Dunkelzirnmer vorziinehmende Be- 
strahlung eignet sich jede gute Lampe (,,Analysen-Qiiarzlampe“). 
In unserem Laboratorium bat sich die neue, tragbare Konstruktion 
der Qiiarzlampen-Ges. m. b. H, (Hanau) sehr giit bewàhrt 



Abb. 25. Auft<*ilung de.s (Min>ma<<»jjrraîiini<s uiitrr dir tniKhaioii Quarzlainpo. 

(Abb. 25). Die GefàBhülle besteht aus Dunkel-uviolglas, von 
weichem nur das iim 366 fifi liegende Spektralgebiet durchgelassen 
wird. So entfallt der Gebrauch eines Lichtfilters. Der Innen- 
raum der geràumigen Halbkugel (Durchmesser 36 cm) kann voU 
ausgenutzt werden. Man drückt die Saule auf schwarzes Papier 
aus und zerschneidet sic unter der GJocke, wàhrend der Experimen* 
tator durch eines der Giicklocher blickt (Schutz brille unnotig). 

Sogar verbogene Chromaiogramme lasseri sich mit Hilfe eines 
Skalpells gut verarbeiten. Ofters sehen die ,,leeren“ Sàulenteile 
dunkelbraun oder schwarz aus, so, dab die festgehalténe Substanz 
sich leuchtend abhebt. Allerdings kann auch eine leere Kolonne 
fluorescieren, je nach ihrer chemlschen Beschaffenheit. 

Manchmal beeinfluBt die Anwesenheit enner Substanz das 
Leuchten einer anderen in überraschend hol.em MaBe. So wird 
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Z. B. nach Winterstein, Schôn und Vetter die Fluorescenz 
des Anthracens schon durch einen Zusatz von V30000 % Naphtacen 
vollstàndig, durch einen solchen von Viooooo % ganz geloscht. 

Arbeitet man in wà^rigen oder wasserhaltigen Medien, so ist 
zu beachten, daB Stàrke und Farbe der Leuchterscheinung weit- 
gehend vont herrschenden abhàngen konnen. Das Verhalten 
des Fluorescenzlichtes bei einer planmàBigen Verschiebung der 
Wasserstoffionenkonzentration kann für die betreffende Substanz 
typisch sein und dieselbe von sonst àhnlichen Begleitern unter- 
scheiden. Ein schones Beispiel bietet der von Koschara (5) 
studierte Farbstoff Uropterin (S. 143), dessen Verhalten in 
Tabelle 9 wiedergegeben wird. 


Tabelle 9. Fluorescenz des Uropterins, in Abhangigkeit 
von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Milieu 

! Farbe 

i 

Fluorescenz in ultraviolett(nii 
Lieht 

Starke Mineralsaure 

farblos 

rot 

normal -Mineralsâure 

farblos 

gclôscht 

Essigsaure 

gelb 

gelôscht (mattgelb) 

Ph=4 

grünblau 

gelbgrün (schwach ) 

Ph"7 bis 11 

grünblau 

himmelblau 

Sodalôsiing 

blaugrün 

grün 

Natronlauge 

gelb 

gelôscht (moosgrün) 


Es sei schlieBlich bemerkt, daB man das Fluorescenzlicht 
au ch spektroskopisch kennzeichnen kann. 

5. Sichtbarmachung des Chromatogramms mittels Farbreaktionen. 

Es gibt in der Literatur mehrere Beispiele dafür, daB die für 
das Auge unsichtbare Schichtung des Materials mit Hilfe einer 
Farbreaktion festgestellt wird. Dies kann entweder nach dem 
mehr oder weniger empirisch vorgenommenen Zerschneiden des 
Adsorptionsmittels, also in den Teileluaten geschehen und fàllt 
dann, streng genommen, auBerhalb der chromatographischen 
Methodik, oder aber wàhrend des eigentlichen Versuches, am 
besten in der Saule selbst. 

Für die erstere Arbeitsweise stammt ein frühes Beispiel von 
Winterstein und Stein (1) und betrifft die Scheidung von 
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Cholesterin und Ergosterin bzw. die Anreicherung des letzteren 
(vgl. S. 183). Das Cholesterin ging grôBtenteils in das Filtrat, die 
Saule wurde in vier Teile zerschnitten und mit Âther + Methanol 
,eluiert. Die RosENHEiM-ToRTELLi-jAFFÉsche Farbreaktion fiel 
nur mit dem Stoffinhalt der obersten Schicht stark positiv aus. 

Kogl, Haagen-Smit und Ebxleben haben ihr Hetero-auxin- 
Pràparat aus Benzol auf Calciumcarbonat chromatographiert und 
mit Benzol + Alkohol entwickelt (Nàheres S. 188). Ein Teil der 
Substanz passierte das Adsorbens und gab keine Reaktion mit 
Eisenchlorid-Salzsâure. Nun wurde die Saule in sechs Teile zer- 
schnitten, jeder mit Sprit eluiert und der Trockenrückstand der 
Auszüge auf die genannte Farbreaktion untersucht, welche haupt- 
sàchlich mit dem 3. und 4. An teil positiv verlief. 

Die Anzahl derartiger Vorschriften lieBe sich vermehren. Wii 
gehen indessen zu weiteren Verfahren über, bei welchen das Zer- 
schneiden der Kolonne entweder ganz wegbleibt oder erst nach 
Vornahme einer Farbreaktion ausgeführt wird. 

Ruggli und Jensen (2) gelang die Scheidung von Naphtol- 
sulfosàuren wie folgt: Das unsichtbare Chromatogramm (Alu- 
miniumoxyd, wàBrige Losung) wird mit Wasser entwickelt, bis 
die einzelnen Zonen nacheinander in das Filtrat gelangen. Man 
fàngt sie in besonderen Vorlagen auf, die mit einer Diazolôsung 
beschickt sind (diazotiertes Echtrot JTR-Base), und erhàlt z. B. 
mit Natriumsalzen der l-Naphtol-4-sulfosâure einen roten, mit 
der 2-Naphtol-4-sàure einen violetten Farbstoff. In einer weiteren 
Versuchsreihe wurde die herausgepreBte Saule mit der Diazo- 
losung übergossen, wobei ihre obéré Hàlfte violett, die untere sich 
rot anfàrbte. 

Die Aufgabe ist in manchen Fàllen auch nach der folgenden 
Pinselmethode losbar, und zwar fast ohne Verlust an Substanz. 

Nach Erzeugung des unsichtbaren Chromatogramms preBt man 
die Saule aus dem Rohr und zieht mit einem Pinsel, der in ein 
passend gewàhltes Reagens getaucht worden ist, einen dünnen 
Strich auf dem Adsorbens, parallel zur ganzen Làngsachse. Die 
Linie wird nur dort scharf hervortreten, wo sie die Schicht einer 
Substanz passiert, welche mit ihr zur Pigmentbildung befàhigt ist. 
Im Falle farbiger Reagenzien, z. B. Permanganat, beobachtet man 
einen Umschlag der Nuance. I^achdem die Lage der betreffenden 
Schicht aufgefunden und bezeichnet wurde, schabt man mit 
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einem Messer die vom Reagens befeuchtete dünne Lage des 
Adsorbens ab und zerschneidet die Saule wie gewohnlich (Zech- 
MEiSTER, Cholnoky uud ÜJHELYi; Abb. 45, S. 197). 

Beispiele. a) Trennimg von Benzidin und oc-Naphtylamin, Je 
30 mg Substanz wurden in 20 cm® Benzol + 50 cm® leichtem Benziii 
gelost imd auf Aluminiumoxyd (nach Brockmann) gegossen. Als 
Reagens dient eine waBrige Lôsung von Sulfanilsâure + Natrium - 
nitrit, welche in einem oberen Sâulenteil grime Farbe hervorruft 
(Benzidin). Das Naphtylamin befindet sich tiefer und gibt einen roten 
Farbstoff. Wird statt dem Diazoreagens eine Lôsung von Bleiperoxyd 
in 30proz. Essigsàure angewandt, so sieht man oben einen blauen, 
darunter einen grünen Abschnitt des S triches. 

b) Die Trennung von oc- und p-NapJitol (in Benzol -j- Benzin, auf 
AlgOg) gelingt leicht mit der Diazolôsung. Man erhalt eine leuchtend 
orange Fârbung (/3) und tieferliegend eine violette (oc). 

c) Auch Permanganat ist oft verwendbar und diente z. B. zur 
Lokalisierung von co-Nitrostyrol (Benzin, Ca(OH) 2 ) in Gegenwart 
von gesattigten Substanzen. 

d) Die Lage mancher Aldéhyde lài3t sich mit Hilfe von Fuchsin- 
schwefligsâure ermitteln (Rotfârbung), z. B. diejenige von m-Nitro- 
benzaldehyd, in Benzol + Benzin, auf Ca(OH) 2 . 

e) Lôst man Dimethylglyoxim in viel warmem Benzol, so bleibt 
es in der Kalkkolonne oben haften und wird mit Hilfe von Nickel - 
sulfat leicht lokalisiert (Rotfârbung). 

f) Fifamm-A-Prâparate lassen sich in der Ca(OH)a- Saule mittels 
der Carr -Price -Reaktion nachweisen (Pinseln mit SbOlg in Chlore - 
form, Blaufârbung) : Abb. 45, S. 197. 



Spezieller Teil. 

Drittes Kapitel. 

Anwendungen auf natttrliche Farbstoffe, 

Es ist eine natürliche Neigung 
unseres Geistes, allom Gefârbtcii 
eine besondere Aiifmerksamkeit zu 
schonken. {Tsivett) 

1. Chlorophyll. 

Dcr An teil von Tswett an der Anwendung der Adsorptions- 
analyse auf das Blattgrün wurde schon S. 2 gewürdigt. Will- 
STÂTTER und Stoll, denen die Isolierung und Analyse der Chloro- 
phylle a und b auf anderem Wege gelungen war, nehmen in ihrem 
bekannten Werk (dort S. 157) folgend zu jenen Arbeiten Stellung: 

. .seine Angaben sind, soweit sie die grünen Komponenten be- 
treffen, in allem Wesentlichen durch unsere Untersuchungen be- 
stàtigt worden. Die chromatographische Méthode ist bisher nur 
in sehr kleinem MaBstabe angewandt worden und sie erscheint für 
prâparative Arbeit ungeeignet. Inwieweit es Tswett gelingt, bei 
der Bildung des Chromatogramms und der Isolierung der Chloro- 
phyllkomponenten aus demselben die Allomerisation des Chloro- 
phylls zu verhüten, ist noch nicht bekannt; nicht die spektro- 
skopische Untersuchung, nur die Prüfung der Phytochlorine und 
Phytorhodine gibt darüber AufschluB.‘‘ 

Man sieht, daB das Hauptergebnis von Tswett durchaus der 
pràparativen Kontrolle standhielt. Wie es sich aber spàter zeigte, 
waren die Befürchtungen von Willstâtter und Stoll in bezug 
auf die Empfindlichkeit des adsorbierten Grüns teilweise be- 
gründet. Die Chlorophylle erleiden, nach Winterstein und 
Stein (2), in der Calciumcarbonat-, Aluminiumoxyd-, Faserton- 
erde- und Natriumsulfat- Saule alsbald eine Verànderung, welche 
durch den Verlust der „Phasenprobe“ sich kundgibt. Wendet 
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man jedoch den (bereits von Tswett gebrauchten) Puderzuôker 
an, der oben das Chlorophyll b (dunkelgrün), in einem tiefer- 
hegenden Bezirk das Chlorophyll a (blau) festhàlt, so ist die Sta- 
bilitât des Farbstoffes für pràparative Bearbeitung hinreichend. 


H3C~-C--C~CH=CH2 HgC— C C-CjjHs 



Chlorophyll a (nach H. Fischer und Mitarh.; s. aucli Forschuugeu von A. Stoll). 


HgC— C C— CH-CHg 0 -CH~C - C— C2H5 



i I li 

COO--C20H39 H3C— O O 


Chloropliyll b (nach H. Fischer und Mitarb.; s. auch Forschungen von A. Stoll). 


Nach WiNTERSTEiN und Stein (2) waren die Chlorophyll-b- 
Pràparate von Willstâtter und Stoll noch a-haltig (15 — 20%), 
was bei chromatographisch bereiteten Endprodukten nicht der 
Fall ist. (Nach Stoll und Wiedemann làBt sich der hochste 
Reinheitsgrad auf anderem Wege gleichfalls erreichen.) 
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Neuerdings hat sich auch Zscheile mit der Adsorptionsanalyse 
des Chlorophylls beschàftigt; die Komponenten a und b wiirden so 
dargestellt, dafi nach der Aiisführung von bekannten Isolierimgs- 
methoden (Willstâtter nnd Stoll) noch auf Talcnm chromato- 
graphiert wurde (Lôsungsmittel: Âther + Petrolather; Elution mit 
Âther). Der Befund von Zscheile, dafî aufior den beiden Kompo- 
nenten des Chlorophylls noch ein ,,Chlorophyll c“ existiere, konnte 
von Winterstein und Sciion (1) nicht bestâtigt werden. Wendet 
man nâmlich Puderzucker als Sâulenmaterial an, so erscheint die 
c-Zone nicht. Die letztere dürfte durch einen im Talk sich abspiclenden 
Zersetzungsvorgang gebildet worden sein. 

Zur Bestimmung des Mengenverhâltnisses 

von Chlorophyll a und b dient die chromatographische Trennung 
mit nachfolgender Colorimétrie. DaB ein einfacher Vergleich der 
Zonenbreiten unzulàssig ist, wurde schon von Tswett (1, dort 
S. 123 — 125) betont. Nach Winterstein und Stein (2) genügen 
für die Ausführung der Analyse 1 bis 2 Blàtter: 

Die Blàtter werden mit einem dünnen Draht umwunden und 
(z. B. in flüssigem Ng) ausgefroren. Man zerreibt môglichst rasch 
mit einem groÛen Pistill, rührt mit 25 cm^ Benzin (Siedep. 70®) + 
Benzol (9:1) unter Zusatz von 8 cm® Methanol 
.an, nutscht und wàscht mit ebensoviel Lôsungs- 
mittelgemisch (Rückstand weiB). Durch vorsich- 
tigen Wasserzusatz (nicht schütteln!) wird das 
Methanol iih Scheidetrichter quanti ta tiv wegge- 
waschen und die Pigmentlosung durch ein 
trockenes Faltenfilter gegossen. 

Nun folgt die Adsorption auf Puderzucker 
(RohrmaBe 10 X 1 cm). Ist die Lôsung fast ganz 
eingesickert, so wird, je nach der Geschwindigkeit 
des Abwàrtswanderns der Zonen, mit Benzin- 
Benzol-Gemischen 4:1, 9:1 oder 19 : 1 nach- 
gespült. Die benzolreicheren Solventen ent- 
wickeln stàrker ; ein zu rasches Entwickeln 
(breite, verwaschene Zonen) wird durch AufgieBen von Petrol- 
àther (Siedep. 30 — 50®) abgebremst. Das Carotin làuft bald 
durch und kann im Filtrat colorimetriert werden. Xanthophyll 
wird stàrker fixiert, doch eût es dem Chlorophyll a weit voraus.. 

^ Die Identitàt des ,,Violaxanthins“ ist noch unsicher. 


Ch/orophyUb 
Chlonophy/la 

\/ioIaxarrfh!n 

Xanfhopfyyll 
Carofîn 

Abb. 26. Chromato- 
gramm des Blatt- 
auszugcs^, nach 
Winterstein. 
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Um es festhalten zu kônnen, füllt man eventuell in den unteren 
Teil des Rohres scharf getrocknetes CaCOg ein ; das Carotin làBt 
sich, wenn nôtig, mit Hilfe von AlgOg abfangen: Abb. 26, S. 78. 

Benzin und Benzol werden mit Petrolàther ans der Saule 
gedràngt und das Chromatogramm im COg-Strom trocken gesaugt. 
Auspressen und Zerschneiden, wie gewôhnlich. Man eluiert mit 
methanolhaltigem Àther, wàscht den Alkohol weg, bringt die 
Eluate auf je 15 cm® und mifit im Stufenphotometer (Filter S 43), 
nach vorheriger Eichung mit reinen Chlorophyll-a- und -b-Lô- 
sungen. Die Chlorophyll-b-haltige Lôsung wird spektroskopisch 
auf etwaige Spuren von a geprüft, welche dann bei der Berechnung 
vom b-Gehalt abzuziehen sind. Z. B. gefunden b : a = 1 : 2,96, 
in jungem Klee. 

Isolierung von Chlorophyll a und b aus Rohchlorophyll. 

(WiNTERSTEiN und Stein 2.) 

Die nachstehende Vorschrift bezieht sich auf die Scheidung 
von 3 g Chlorophyllgemisch (60% a +40% b). Zunàchst gewinnt 
man im besten Falle 0,7 g reines a und 1,3 g Chlorophyll b, das 
etwa 10% a enthàlt. Aus dem letztgenannten Pràparat wird dann 
die Komponente a in einem besonderen Adsorptionsversuch ent- 
fernt. 

Die Füllung des Apparates mit Puderzucker geschieht nach 
S. 56. 3 g Rohchlorophyll werden in 100 cm® Benzol (thiophen- 
frei, pro anal. Merck) gelost und mit Benzin (Siedep. 70®) auf 
1500 cm® verdünnt. Nachdem 200 cm® eines Benzin-Benzol- 
Gemisches (14 : 1) in die Saule gebracht wurden, wird das Chloro- 
phyll eingeftihrt. Ist die Lôsung fast eingesaugt, so füllt man 
150 cm® Benzol-Benzin-Gemisch nach ; dann wird mit Benzin etwas 
weiter entwickelt, schlieBlich die Saule mit Petrolàther nachge- 
waschen und môglichst trocken gesaugt (Dauer 1 — P /2 Stunden). 

Man zerlegt die Kolonne durch Abschaufeln in drei Teile : oben 
Chlorophyll b (OOproz.), darunter ein Gemisch a + b, unten 
reines a. Jeder Anteil wird mit 1 1 Aceton +Âther (1 : 1, Ather 
peroxydfrei) verrührt, genutscht und mit dem gleichen Solvent ge- 
waschen, bis der Zucker (fast) weiB erscheint. Das Aceton wird 
im Scheidetrichter durch vorsichtiges Waschen mit Wasser ent- 
fernt (nicht schütteln!). Man filtriert die àtherische Lôsung durch 
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ein mit wenig Natriumsulfat beschicktes Faltenfilter und dainpft 
sie im Vakuum bei 25^ vollstàndig ein. Der Rückstand wird in 
wenig Ather aufgenommen, filtriert, im Vakuum auf ein kleines 
Volumen gebracht und das Chlorophyll mit Petrolàther gefàllt. 
Man zentrifugiert nach einiger Zeit, giefit die Lôsung ab, lôst den 
Rückstand in wenig Ather, verdampft im Vakuum vollstàndig und 
evakuiert den Kolben làngere Zeit. Das Chlorophyll làBt sich gut 
herauskratzen. 

Zwecks Reindarstellung von Chlorophyll h aus dem OOproz. 
Material werden 0,2 g in 15 cm^ Benzol gelôst und mit Benzin auf 
150 cm^ gebracht. Man adsorbiert an Zucker (Rohr 12 X 5,5 cm), 
wàscht mehrfach mit Benzin -|- Benzol (14:1), schlieBlich mit 
Petrolàther und saugt trocken. Es wird nur die Hauptzone ver- 
arbeitet, und zwar wie oben eluiert usw. Zur weiteren Reinigung 
werden die Pràparate aus 4 — 5 Adsorptionsversuchen vereinigt, in 
wenig Ather gelôst und mit Petrolàther gefàllt. Das Abtrennen des 
Niederschlages geschieht in der Zentrifuge. Nach 2 — 3 Um- 
fàllungen ist das Chlorophyll b rein. 

Die Trennung von Phâophytlii a und b làBt sich gleichfalls 
chromatographisch durchführen, wenii auch diose Abbauprodiikte 
von Zucker nicht so stark fostgehalteii werden als die Chlorophylle 
selbst. Mischimgen wie Zucker + Talcum diirften geeigneter sein. 

Auch das Bakterien- chlorophyll kann chromatographisch her- 
ausgearbeitet werden. Gaffron (2) hat Thiocystisbakterien in 
einer Talcum- Saule nacheinander mit Alkohol, Aceton und Ather 
ausgezogen und die Bildung einer grünen, einer gelben und einer 
roten Zone beobachtet. Der grüne Pigmentanteil ist Bacterio- 
chlorophyll. Abbauprodukte des letzteren wurden von Fischer 
und Hasenkamp (1) studiert (Nàheres S. 81). 

Auf dem Gebiete der tierischen Chlorophylle wurde schon früh- 
zeitig (1916) die TswETTsche Méthode angewandt, und zwar von 
Dhéré und Vegezzi (s. auch Vegezzi), gelegentlich der Unter- 
suchung des Pigments der Weinbergschnecken-leber (Hélix po- 
matia). Bei dem AufgieBen eines Benzinextraktes auf Calcium- 
carbonat und reichlichem Nachwaschen bilden sich vier Zonen aus ; 

Oben: gelb, Xanthophylle, 

gr ünlich ( Doppelscheibe ) , 
graustichig, 

unten: gelb, Carotin, làuft durch. 
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Die üntersuchung zeigt, daB das von dem Tier aus pflanzlicher 
Quelle bezogene Pigment angegriffen wurde, indem es unter der 
Einwirkung von Sàuren in Phàophytin a und b (oder in âhnliche 
Stoffe) überging. Die letzteren Abbauprodukte haben sich in den 
beiden mittleren Scheiben des Chromatogramms angereichert. 

Derivate und Abbauprodukte des Chlorophylls. 

IJmkehrbare Reduhtion. Nach Ktjhn und Winterstein (2) 
lassen sich die Chlorophylle a und b durch Behandlung mit Zink- 
staub in Pyridin, unter Zusatz von etwas Essigsàure, in Leuko- 
verhindungen überführen. Bei Luftzutritt regeneriert rasch das 
braune Filtrat unversehrtes Chlorophyll, von welchem die be- 
gleitenden Zersetzungsprodukte folgend abgetrennt wurden : Nach 
Zusatz von Benzin wird das Pyridin ausgewaschen und die Lôsung 
auf Puderzucker chromatographiert (Entwickeln mit Benzin). Bei 
der Verarbeitung von Chlorophyll a erschienen drei Zonen: 

Oben: schmal, schwarz: uiibekamite Zersotzungsprodukto, 

rein blau: Chlorophyll a (70 — 80% des Rohpigments ) , 

iinten: hellgrau, wahrscheinlich Phàophytin. 

Das ans Chlorophyll b bereitete Reaktionsgernisch liefert eine 
grüngelbe Scheibe im oberen Teil des Rohres. 

Gelegentlich analytischer und symthetischer Arbeiten auf 
diesem Gebiete diente die Chromatographie im Laboratorium von 
H. Fischer ofters als Hilfsmittel : 

Bacterio-phaophytin. Fischer und Hasenkamp (1) haben den 
purpurfarbenen Thiocystis-Bakterienbrei (aus 150 1 Kulturlôsung) 
mit Ace ton verrieben, 1 Tag stehengelassen und dreimal mit 
SOproz. Ace ton extrahiert. Man gieBt die Auszüge in Âther, 
wàscht mit gut destilliertem Wasser wiederholt aus und schüttelt 
mit lOproz. HCl durch. Nun wurde die àtherische Lôsung auf 
20 cm^ gebracht, das ausgefallene Bacterio-phàophytin abfiltriert 
und die Mutterlauge auf eine Talcum- Saule gegossen. Dann wurde 
das oben festgehaltene Pigmentgemisch mit Aceton entwickelt. 
Es konnte dabei in geringer Menge ein phorbidàhnlicher Kôrper 
abgetrennt werden (Komponente b?), der von dem nieder- 
geschlagenen Hauptprodukt spektroskopisoh abweicht. 

Versuchsführung in kleinerem MaBstab: Gaffron (1). 

Versuche mit Phorbiden. a) Fischer und Hasenkamp (2) 
konnten ihr Dihydro-pkaophorbid a in der Talcum -Saule wirk- 

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 6 
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sam von Phâophorbid a befreien, das früher Tràger der im Original 
beschriebenen Oxoreaktion war, nun aber im oberen Bezirk der 
Kolonne hàngen blieb. Das Chromatogramm wurde ans einer ge- 
sàttigten Âtherlôsung bereitet, zum Nachwaschen diente Aceton + 
Âther. 

b) Ans frischem Schafkot erhaltene ,,Pro 6 opAor 6 ic^‘'-Pràparate 
lassen sich nach Fischer und Stadler in Aceton, auf Talcum 
chromatographieren. Entwickelt man mit Ather, so erscheinen 
zwei Farbschichten : in der unteren ist das Dihydro-pyrojihào- 
phorbid a weitgehend angereichert. Die Uneinheitlichkeit des sog. 
Probophorbids wurde hier adsorptionsanalytisch bestàtigt. 

c) Fine chromatographische Reinigung des Phdophorbid-a- 
geranylesters C 45 H 52 O 5 N 4 haben Fischer und Schmidt versucht. 

d) Das bei der Anlagerung von Diazoessig ester an MethyU 
phâophorbid a entstehende Reaktionsgemisch kann nach ent- 
sprechender Aufarbeitung gleichfalls chromatographiert werden 
(Fischer und Medick). Die Substanz wird in Ather- Aceton- 
Ldsung, die bis zur eben beginnenden Fàllung mit Petrolàther 
versetzt worden ist, auf eine mit Petrolàther vorbereitete Talcum- 
Sàule unter màBigem Saugen gegossen und mit Ather ~\- Petrol- 
àther (5:2) entwickelt. Man erhàlt eine gelbgrüne, darunter eine 
gelblichgraue und schlieBlich eine rein graue Zone, von denen die 
letztere kleine Mengen des krystallisierten Anlagerungsproduktes 
Q 39 IÏ 42 O 7 N 4 liefert, falls mit Ather eluiert wird. 

e) Bei der Überfiihrung von Phâophorbid b in das entsprechende 
Chlôrophyllid (mittels GRiGNARDscher Losung) haben Fischer und 
Spielberger die aus 0,5 g Phâophorbid erhaltene Pyridin-Ather- 
Lôsung gewaschen, auf 70 cm^ eingeengt und auf eine (mit Ather -f- 
Petrolàther hergestellte) Talkschicht (8x5 cm) gegossen. 3 mg 
durchgelaufenes Chlorophyllid schieden sich beim Eindunsten der 
Losung (über Wasser) krystallinisch aus, wàhrend der im Ad- 
sorbens festgehaltene Farbstoffanteil, welcher mit Aceton -[- 
Pyridin sich eluieren làBt, nicht krystallisierte. 

Synthèse des Desoxo-phyllerythro-àtioporphyrins ^32^36^4 
SCHER und Hofmann). Das genannte Endprodukt wurde auf 
folgendem Wege ^us dem Porphyringemenge herausgearbeitet. 

Eine môglichst konzentrierte àtherische Losung des Gemisches 
(3 g in 15 1) wird in einem konischen Glasrohr (70 X 12 cm) im 
Verlaufe von mehreren Tagen langsam durch Talcum gesaugt und 
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das im oberen Drittel fixierte gesamte Poiphyrin mit Âther + 
Chloroform (10: 1) entwickelt. Das Atioporphyrin wandert lang- 
sam nach unten, wâhrend das Desoxo-phyllerythro-àtioporphyrin 
oben festgehalten wird. Dieser obéré Teil wird abgetrennt und 
dureh Digerieren mit viel Pyridin eluiert. Man dampft im Vakuum 
ein, lôst in môglichst wenig Ather und chromatographiertnochmals, 
wodurch geringe Atioporphyrinreste entfernt werden. Zwischen 
den beiden Zonen entsteht ein rein weiBer Bezirk. Man eluiert das 
Hauptprodukt mit Pyridin, engt ein, nimmt mit Ather auf und 
wàscht Pyridinreste weg. Beim Konzentrieren erscheinen feino 
Nadeln. 

Reinigung von Phylloporphyrinester, erhalten dureh Ameisen- 
sàureabbau aus Chlorin e : Fischer und Bauer (Talcum ; Elution 
mit Pyridin -|- Ather). 

2. Porphyrine nnd verwandte Farbstoffe aus Harn 

und Kot. 

Die Farbstàrke dos normalen Harnos wird bei der Filtration dureh 
die Aluminiumoxyd -Saule nicht vermindert, wahrtmd eino alkoholi- 
scho Urochromlôsung als braiingelbe Zone hângen bl(*ibt; mit Wasser 
liiût sich das Urochrom restlos eluieren (Waldenstrom). 

Für die Untersuchung der bei gewissen Erkrankungen (Por- 
phyrinurie, Bleivergiftimg) auftretenden roten Harnfarbstoffe 
wurde die Chromatographie von Waldenstrom nutzbar gemacht. 
Das vorwiegend angewandte Aluminium oxyda tum anhydr. pur iss. 
Merck làBt die normalen Pigmente des Marnes dureh, es bindet 
jedoeh die Porphyrine, nebst anderen Farbstoffen pathologischer 
Herkunft. Es eignet sich de^mnach sehr gut zur Pigmentanreiche- 
rung. Der Vorgang verlàuft günstiger als die bisher geübten 
Analysenmethoden, mit welchen manchmal eine Kombination 
môglich ist (zunâchst Adsorption, dann Verarbeitung auf anderem 
Wege). 

Die Stoffaufnahme erfolgt direkt aus dem Harn, also aus 
wàBriger Lôsung. Das Chromatogramm wird nicht ausgepreBt, 
sondern man befreit die Saule dureh energisches Dureh spülen von 
ihrem Pigmentgehalt. 

Apparatur: An einem 1-1-Scheidetrichter ist ein Abflufirohr 
(20 X 3,5 cm) angeschmolzen, das unten mit einem Hahn endigt 
(Lochdurchmesser 0,8 cm). Man drückt über dem Loch einen feuchten. 
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Wattebausch fest, giefît das Adsorbens 5 — 10 cm hoch in das Rohr 
nnd schwemmt durch Schütteln mit Wasser gut auf. Nach dem Ab- 
setzen wird der Apparat auf eine Saugflasche montiert und das Wasser 
(bis auf eine 1-cm-Schicht) langsam durchgesaugt. 

Man stellt den gesamten Harn gonau auf einen Gehalt von 1 bis 
2% freier Essigsaure ein und lafit ihn entlang eines fast bis zum 
Adsorbens reich enden Glasstabes vorsichtig einflieBen. Dann wird 
der unten angebrachte Hahn geoffnet und die FUissigkeit durch- 
sickern gelassen, eventuell imter sehr schwachem Saugen. 

Beispiel. Diagnose: akute Porphyrie. Harn (730 cm^) neutral, 
dunkelrot, Aldehydreaktion (Ehrlich) negativ. Der essigsauer 
gemachte Harn wird mit Âther ausgezogen, wobei etwas Kopro- 
porphyrin in Lôsung geht. Man filtriert vom gleichzeitig ent- 
standenen Niederschlag ab und chromatographiert das Filtrat wie 
beschrieben. Es zeigt sich zuerst im oberen Bezirk der AI 2 O 3 - 
Sànle eine rotbraune Zone, die nach unten wandert. Die Schicht 
zwischen ungefàrbter Saule und dunkelroter wird gelbbraun, der 
oberste Teil fàrbt sich allmâhlich kràftig schwarzrot. Man wàscht 
zum Schlufi mit Iproz. Essigsaure nach und eluiert mit 20proz. 
Essigsaure. Die braune Zwischenschicht und dann das rote Pig- 
ment werden getrennt aufgefangen; sie sind porphyrinfrei. Man 
wàscht die Kolonne mit viel Eisessig und saugt, wobei aile Farb- 
stoffe mit Ausnahme des obersten Ringes eluiert werden. Diese 
Fraktion ist stark porphyrinhaltig. Nach dem Waschen mit 
Wasser (wobei eine schmale, rote, porphyrinhaltige Zone nach unten 
geht) werden mittels 12proz. Ammoniak die restlichen Pigmente 
als dunkelrote Fraktion herausgelôst ; das AI 2 O 3 entfàrbt sich. Die 
NH 3 -Losung zeigt einen sehr hohen Gehalt an Porphyrinen. Sie 
wurde schwach essigsauer gemacht und, da der Farbstoff nicht 
ausfiel, die Chromatographie wiederholt. Nachher konnte das 
Pigment mit Essigsaure ausgeflockt und der Bestimmung zuge- 
führt werden. 

Man sieht, daB eine Fàllung ohne zweimalige Chromatographie 
überhaupt nicht entstanden wàre und daB nur die Adsorptions- 
methode die Gewinnung dieser Fraktion ermôglicht hat. Nach 
durchgeführter Chromatographie ist der Harn hellgelb gefàrbt, die 
spektroskopische Kontrolle des Porphyringehaltes daher einfach. 
Die Méthode eignet sich auch für kleine Urinmengen (10 cm^) so- 
wie für porph 3 n’inarme Harne. 

Bekanntlich wird die rote Farbe des Harnes in Fàllen von akuter 
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Porphyrie hauptsàchlich von Begleiiern bedingt, die nicht zu den 
Porphyrinen zâhlen. Ziir nàheren Prüfung dieser noch ungéklarten 
Pigmente wurde der Harn wie beschrieben adsorbiert. Der Porpbyrin- 
gehalt bleibt oben hangen, aufierdem entsteht eine rote Zone, die 
recht rasch abwârts wandert. Man leitet den Vorsuch so, daO die 
letztere Fraktion durchlaufe. Der abflieôende Harn ist nun dunkelrot, 
aber trotzdem porphyrinfrei. Man nimmt damit eine zweite Chromato- 
graphie vor, wâscht die Saule mit Methanol aus, dann mit methyl- 
alkoholischem NHg und eluiert schliefilich das Pigment mit Hilfe 
von stark verdünntem Ammoniak. 

Porphyrine aus Kot. Diagnose: Fall Petry. Aus dem ge- 
trockneten und fein gemahlenen Kot wurde ein Eisessig-Âther- 
Auszug bereitet, das Porphyrin in HCl getrieben, diese mit Acetat 
bis zur Kongo-negativitàt abgestumpft und die Lôsung auf die 
AlgOg- Saule gebracht. Es lâuft eine gelbrote Lôsung durch, das 
Porphyrin bleibt oben hangen. Nach dem Waschen mit Wasser 
und dann mit Âther wird Eisessig aufgegossen. Das Porphyrin 
geht, ohne sich aufzuteilen, in Lôsung, die man mit viel Àther ver- 
mengt. Die Essigsàure wird mit Wasser wegge waschen und die nur 
schwach saure Lôsung adsorbiert. Mit Hilfe von stàrker essigsaurem 
Âther (1%) erhàlt man nun ein richtiges Chromatogramm. Zu- 
nàchst wandert eine schwàchere grüne Zone nach unten (ein 
Koproporphyrin) und dann der überwiegende Anteil des Por- 
phyringehaltes. 

Audi die synthetisch bereitcteii Koproporphyrine I und III lassen 
sich chromatographisch trennen. 


3. Gallenfarbstoffe. 

Auf dieseni Gebiete hat die Chromatographie bisher nur spàr- 
lich Anwendung gefunden. 

a) Verhalten des Blutserum-Bilirubins. Trennung von den Caroti- 
noiden des Sérums. 

Nach SüLLMANN, Szécsényi-Naoy und Verzâr wird Bilirubin 
aus seiner Petrolàtherlôsung (durch Ausschütteln einer ange- 
sàuerten wàBrig-aIkoholischen Lôsung bereitet) von wasserfreiem 
Natriumsulfat adsorbiert, und zwar bedeutend stàrker als Lutein. 
Das Filtrat ist farblos. Diese Méthode versagt jedoch im Falle von 
Serumextrakten, wahrscheinlich unter dem EinfluB von Lipoiden, 
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indem überhaupt kein Pigment adsorbiert wird. Dasselbe beob- 
achtet man nach dem Versetzen einer petrolàtherischen Lôsung 
von reinem Bilirubin -f Lutein mit Cholesterin. 

Viel geeigneter ist Aluminiumoxyd (Merck, für Adsorptiohs- 
zwecke), welches Bilirubin (und noch stàrker die Produkte, 
die durch Ultraviolettbestrahlung von Natrium-bilirubinat in 
Weingeist entstehen) aus alkoholischer Losung festhàlt. 

Zur Trennung von Bilirubin und Lipochrom des menschlichen 
Blutserums verfàhrt man wie folgt : Je 10 cin^ Sérum werden in 
75 cm^ Alkohol gebracht, ^2 Stunde im Dunkeln stehengelassen 
und durch einen Glasfiltertiegel (G.^) filtriert. Man wâscht die 
Fàllung zweimal mit Alkohol nach, das zweitemal unter Zusatz 
von etwas Petrolàther. Die aus dem Extrakt in Petrolàther über- 
geführten Serumfarbstoffe wurden auf AI2O3 chromatographiert : 

Oben : gelb, mit Petrolàther uneluierbar, nach Sprit-elution dia- 
> zotierbar : Biliruhin^ 

rotgelb, mit Alkohol leicht eluierbar. Bei der Verteilung 
zwischen Petrolàther und 87proz. Alkohol hypophasisch : 
XanthophylUf 

imten : rotgelb, bei der Entmischung epiphasisch : Caroline. 

Eine feinere Àufteilung war hier, im Hinblick auf die sehr geringe 
Serummenge, nicht zu erwarten. Die Fraktionen kônnen quantitativ 
bestimmt werden. 

b) Harn. 

Das Urobilin wird, analog dem ürochrom (S. 83), nur aus den 
ersten Kubikzentimetern des schwaeh essigsauren Harnes von 
AI2O3 zurückgehalten, Aus gallenfarbstoffhaltigen Harnen werden 
Bilirubin und Biliverdin adsorbiert (Waldenstrôm). 

c) Abbauprodukte. 

Der aus Mesobilirubinogen durch Ferrichlorîd- oxydation er- 
haltene Farbstoff wurde von Siedel in Chloroform übergeführt 
und die stark eingeengte Lôsung nach Zusatz von 1 Vol. Âther 
auf Talcum aufgeteilt (Entwickeln mit Chloroform + Ather 2:1). 
Es bildeten sich zwei scharf abgegrenzte Zonen aus: oben hellrot, 
unten violett (Hauptanteil). Der rote Farbstoff wurde Meso^ 
bilirhodin genannt, der violette ist Mesobiliviolin. Die Formeln 
zeigen, daB kleine Varianten im Molekülbau in der Analyse sich 
stark auswirken (S. 87). 
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4. Carotinoide. 
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Das Gebiet der Carotinoide ist, wie 
erwàhnt, ein klassischer Anwendungs- 
bereich des TswETTschen Verfahrens, 
nicht nur weil die moderne, pràpara- 
tive Arbeit gerade hier einsetzte (Ge- 
schichtliches : S. 12), sondern nament- 
lich ans folgendem Grunde. Der analoge 
Bail bedingt ein sehr weitgehend àhn- 
liches Verhalten, in bezug auf Loslich- 
keit und Krystallisierbarkeit von ge- 
wissen Carotinoiden, wogegen die Ad- 
sorptionsaffinitàten, wie S. 22 bereits 
vermerkt, sehr fein abgestuft sind. 

Wàhrend man daher innerhalb mancher 
anderer Korperklasse oft auch mit Hilfe 
altérer Methoden eine Reindarstellung 
erreichen kann, gibt es in bezug auf 
carotinartige Farbstoffe eine Fülle von 
Aufgaben, welche nur auf chromato- 
graphischem Wege lôsbar sind. 

Ist in einer Droge ein Hauptcaroti- 
noid enthalten, dessen Menge stark 
überwiegt (Ly copin in der Tomate), so 
kann dasselbe freilich auch ohne Ad- 
sorptionsanalyse leicht isoliert werden ; 

Schwierigkeiten entstehen erst bei der 
Diagnose und Abscheidung von gering- 
fügigen Nebenfarbstoffen, die in der 
Mutterlauge verbleiben. Meist wird in- 
dessen das native Pigment verwickelter 
zusammengesetzt sein, so daB gewisse 
Komponenten entweder gar nicht in 

feste Form zu bringen sind oder ein Mischkrystallisat bilden. 
Ebenso ist ein Adsorptionsversuch unerlàBlich, wenn es sich nicht 
um die Isolierung handelt, sondern um Nachweis bzw. colorimetri- 
sche Bestimmung der einzelnen Polyene, welche im Pflanzen- 
material oder in tierischen Qrganen und Flüssigkeiten enthalten sind. 
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Vorbereitende Operationen. 

Die Scheidung vieler Einzelfarbstoffe in derselben Saule ist un- 
zweckmàBig imd aus praktischen Gründen nicht immer leicht 
durchführbar. In komplizierteren Fàllen zerlege man daher das 
Gesamtpigment zunàchst in einige Hauptanteile (den Unterklassen 
der Carotinoide entsprechend) imd bereite dann mit jeder Fraktion 
ein besonderes Chromatogramm, auf dem jeweils geeigneten Ad- 
sorbens. Wie auf vielen anderen Gebieten der Naturforschung, 
wird auch hier eine schwierige Analyse durch mehrere leichtere 
ersetzt. 

Entmischungsversiich, 

Als ein vortreffliches Hilfsmittel dient hierzu der altbewahrte 
Entmischungsversuch, nàrnlich die Verteilung des Gesamtfarb- 
stoffes zwischen zwei miteinander nicht mischbaren Losungs- 
mitteln: meist Petrolàther (evtl. mit Ather vermengt), die Ober- 
schicht bildend, und wâBriger Methanol (z. B. 90proz.) als untere 
Phase (vgl. Willstàtter und Stoll). Schon Tswett‘(1) unter- 
scheidet ,,epiphasische'' und ,,hypophasische'' Farbstoffe, je nach- 
dem die Hauptmenge, nach dem Durch schütteln, oben oder unten 
im Scheidetrichter vorzufinden ist. Die wichtigsten Carotinoide 
verteilen sich in charakteristischer Art und kônnen (wenn nôtig, 
nach wiederholter Erneuerung derjenigen Schicht, welche sie 
grôBtenteils aufnimmt) quantitativ abgetrennt werden. 

Epiphasische Carotinoide: Polyen-kohlenwasserstoffe C 4 QH 5 e 
und die veresterten Polyen-alkohole (Farbwachse). 

Hypophasische Carotinoide: Die freien Polyen-alkohole und 
die Oxyketone Capsanthin und Capsorubin. Das Diketon Rhodo- 
xanthin geht hàlftig in beide Schichten. Krypto- und Rubi- 
xanthin verhalten sich nur hypophasisch, wenn der Alkohol 
mindestens 95proz. ist; schwàcherer Alkohol überlàBt sie der Ober- 
schicht. 

Epiphasische, nach der Verseijurig aber hypophasische Caroti- 
noide : Farbwachse. Ihr Entmischungs verhalten wird durch Be- 
handlung mit methylalkoholischem Kali umgekehrt. 

In manchen Fâllen làBt sich eine noch wciter gehende Fraktio- 
nierimg erreichen: 

a) Schüttelt man eine ather -petrolàtherische Losung (1:1) von 
Xanthophyll -f Fucoxanthin dreimal mit 70proz. Methylalkohol, so 
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gelangt ailes Fiicoxanthin, aber nur wenig Xanthophyll in die iintere 
Phase (WiLLSTATTER und Page). 

b) Unterscheidung von Lutein und Violaxanthin (Kuhn und 
WiNTERSTEiN 1). Schüttelt man 10 cm® der âther-petrolàtherischen 
Lôsung (1:1) viermal mit je 2 cm® 70proz. Methanol, so geht doppelt 
soviel Violaxanthin als Lutein in die Unterschicht. Lâfit man dieselbe 
ab und schüttelt sie mit 5 cm® Âther + Petrolâther durch, so sucht 
Lutein quantitativ, Violaxanthin nur zum Teil die obéré Schicht auf. 

Wie ersichtlich, stehen mehrere günstige Kombinationen als 
Vorbereitung der Adsorptionsanalyse zur Verfügung: 

1. Man entmischt den Gesamtauszug und treibt so die freien 
Polyenalkohole in die untere Phase. Die Oberschicht wird abge> 
hoben, über konz, methanolischem Kali stehengelassen, alkalifrei 
gewaschen und mit schwach wasserhaltigem Methanol geschüttelt. 
Die im Gewebe als Ester vorgelegenen Polyen-alkohole wandern 
nun nach unten und werden für sich abgetrennt. Mit den drei 
Antoilen nimmt man gesondert Adsorptionsanalysen vor. 

2. Hàufig ist es hinreichend und empfehlenswert, das native 
Pigment mit Âther auszuziehen oder in Ather überzuführen, 
welcher dann ^ 2 — 1 Tag mit 30proz. methanolischem Kali bei 
Luftabschluh stehengelassen wird. Man versetzt die Flüssigkeit 
mit viel Wasser, wàscht die Oberschicht alkalifrei und entmischt 
dieselbe, nach Zusatz von Petrolâther, mit wasserhaltigem Me- 
thanol. Die oben verbliebenen Farbstoffe werden gesondert chro- 
matographiert, ebenso au ch die hypophasischen. Die letzteren 
führt man mit Wasser in Petrolâther oder Âther über, trocknet 
die Losung mit Natriumsulfat, dampft sie im Vakuum ab, nimmt 
den Rückstand mit einem geeigneten Solvent auf und zerteilt ihn 
in der Adsorptionssàule. 

3. Es sollte stets au ch versucht werden, ob das native, noch 
nicht entmischte Pigment sich direkt chromatographisch festhalten 
und aufteilen làBt, eventuell unter Anwendung von zwei Adsorp- 
tionsmitteln im gleichen Rohr (ein Beispiel s. S. 101). Diese 
Arbeitsweise, bei welcher man zunâchst keinen Farbstoff verliert, 
wird namentlich für pflanzliche Extrakte anwendbar sein, seltener 
bei der Verarbeitung von tierischem Lipochrom. Nach dem Aus- 
schneiden und der Elution einzelner Bezirke folgen Entmischungs- 
bzw. sonstige Reinigungsoperationen. 

4. Wie aus den unten mitgeteilten Beispielen hervorgeht, 
gibt es noch eine weitere Anzahl von Varianten der Arbeitsweise. 
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Liegt sehr wenig Farbstoff in groÛer Verdünnung vor, so kann man 
zunâchst das gesamte Pigment in einem stark wirkenden Ad- 
sorptionsmittel, z. B. Ca(0H)2 oder AI2O3, summarisch festhalten. 
Entweder erhâlt man sofort ein Chromatogramm oder das Eluat 
wird von farblosen Begleitern weitgehend befreit und in einem 
neuen Versuch aufgeteilt, eventiiell erst nach Durchführung einer 
vorbereitenden Operation. 

Anwendung von Lôsungs- und Adsorptionsmitteln. Elution. 

Auf dem Polyengebiet wird man mit einigen Materialien aus- 
kommen. Die drei Carotine P und y scheiden sich am besten aus 
petrolàtherischer Lôsung, auf Calciumhydroxyd (Karrer und 
Walker) ; auch Aluminiumoxyd und Benzin oder Benzol -f 
Benzin sind für Polyen-kohlenwasserstoffe und für die Farbwachse 
verwendbar. Verschiebt man dabei das Mengenverhàltnis mehr 
zugunsten des Benzols, so làBt sich ein selektiveres Sàulenbild er- 
zielen, aber weniger Farbstoff in der gleichen Menge des Adsorp- 
tionsmittels verarbeiten. Ein Gemisch von Polyen-alkoholen wird 
zweckmàBig aus Schwefelkohlenstoff, in der Calciumcarbonat- Saule 
zerlegt. In Benzollosung kann man auch die sauerstoffhaltigen 
Carotinoide auf Calciumhydroxyd bearbeiten und man erzielt den 
Vorteil, daB grôBere Mengen Farbstoff eingeführt werden kônnen. 
Die Elution ist allerdings manchmal erschwert und geschieht dann 
in der Wârme. 

Zur Elution von Polyenen dient allgemein Methyl- oder 
Âthylalkohol ; meist genügt ein kleiner Zusatz davon (^2 — 1 %) 
zum Benzol, Benzin, Âther usw., um die Adsorptionskràfte auf- 
zuheben. 

Kurze Angaben über das Adsorptionsverhalten einzelner Caroti- 
noide (s. die Formeln auf S. 25 — 27). 

a-, /3- und y-Carotln, a zeigt die schwâchste, y die starkste 
Adsorptionsaffinitàt. Die drei Carotine werden auf Aluminiumoxyd, 
Z. B. aus Benzin, einzeln festgehalten, besonders gut differenziiert 
auf Calciumhydroxyd. Nach Tswett (22) ist Carotin der ©inzige 
Farbstoff des grünen Blattes, der aus Petrolather von Saccharose, 
Inulin oder Calciumcarbonat sich nicht adsorbieren làBt. Das gleiche 
gilt für die Kombination CaCOg- Schwefelkohlenstoff. 

Lycopin bleibt, wie die isomeren Carotine, auf Calciumcarbonat 
kaum hângen (nur im Falle hoher Dispersitàt des Pulvers), obzwar 
es an Adsorbierbarkeit die Carotine überflügelt. Sehr geeignet sind 
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Aluminiumoxyd, Magnesiumoxyd und Calciumhydroxyd (Lôsungs- 
mittel: Benzol oder Benzin). 

Kryptoxanthin. Man verwende Calciumhydroxyd oder Cal- 
ciumcarbonat und z. B. Benzin; Entwickeln mit Benzol + Benzin. 
Bas Kryptoxanthin C4oH5gO nimmt stets einen tieferen Platz in der 
Saule ein, als die Xanthophylle ^4oH5e02. 

Rubixanthin verhalt sich wie Kryptoxanthin und wird davon 
auf chroma tographischem Wege kaum getrennt. 

Lycoxanthin und Lycophyll lassen sich in der CaCOg- Saule 
festhalten, und zwar aus Benzin. Wendet man jedoch Benzol an, so 
genügt die Carbonat- Saule nicht mehr und man muô Ca(OH)2 oder 
AI2O3 anwenden. So wie das Lycopin starker adsorbiert wird als 
^-Carotin, so wird auch das Lycoxanthin (Oxy-lycopin) oberhalb des 
Kryptoxanthins (Oxy-^-carotin), das Lycophyll (Dioxy-lycopin) 
oberhalb des Zeaxanthins (Dioxy-^-carotin) fixiert. 

Lutein (Xanthophyll) bleibt aus CSg oder Benzin auf Calcium- 
carbonat hàngen und nimmt die S. 23 verzeichnete Lage ein. Das 
A-Vitamin oder die Polyen-kohlenwasserstoffe passieren die Saule. 

Zcaxanthin. Verhalten dem Lutein àhnlich. Von /Î-Carotin und 
Kryptoxanthin, welche das gleiche Spektrum zeigen, lal3t sich das 
Zeaxanthin auf CaCOg mittels CSj oder Benzol -1- Benzin (1:5) 
trennen und nimmt den obersten Platz ein. 

Anthcraxanthin, Pctaloxanthin und Flavoxanthin (aile mit 
3 OH-Gruppen) belegen in dieser Reihenfolge Zonen von oben nach 
unten. Anthera- und Petaloxanthin schienen zunachst identisch zu 
sein und wurden ausschlieI31ich auf chromatographischem Wege diffe- 
renziiert. 

Fiicoxanthin, Yiolaxanthia und Taraxanthin, mit 6, 4, 4 0-Atomen. 
sind der chromatographischen Scheidung zuganglich, z. B. aus 
Benzin -f Benzol, auf AlgOg oder CaCOg. 

Rhodoxanthin wird aus Benzin an Calciumcarbonat schlecht 
adsorbiert; es bildet unterhalb der Polyen-alkohole eine Zone, welche 
sich auswaschen lâfit. Dagegen nimmt es AI2O3 aus Benzin oder 
Benzin -f- Benzol als tiefviolette Scheibe auf. 

Capsanthin und Capsorubin werden in der CaCOs- Saule aus CS2 
oder Benzin gut fixiert; auch die Scheidung der beiden Farbstoffe 
erfolgt zufriedenstellend. Die Capsanthin-e«ier stehen im CaCOg- 
Chromatogramm (Benzin) hôher als Zeaxanthin- und Lutein-Farb- 
wachse. 

Bei der quantitative!! Bestimmung der Carotinoide sind ahn- 
liche Gesichtspunkte entscheidend wie für die Isolierung. An die 
Elution der abgetrennten Pigmentanteile schlieBt sich hier eine 
colorimetrische Messung an. Nach Kuhn und Brockmann (3), die 
für die Bestimmung der wichtigsten Vertreter der Reihe einen 
systematischen Arbeitsgang beschrieben haben, geschieht die 
Messung am besten im Mikrocolorimeter. 
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Als Standard (10-mm-Schicht) dient eine Lôsung von 14,5 mg 
reinem Azohenzol in 100 cm® 96proz. Alkohol. Die Farbgleichheit 
zeigt in je 1cm® Benzin (Siedep. 70 — 80®) an: 0,00235 mg a- oder 
/Î-Carotin, 0,00242 mg Kryptoxanthin, 0,00252 mg Lutein (Xantho- 
phyll) oder Zeaxanthin, 0,0027 mg Tara- oder Violaxanthin, 0,0046 mg 
Physalien oder Helenien. — Eine zehnmal stârkcre Azobenzollôsung 
indiziert 0,0078 mg Lycopin bzw. 0,0095 mg Capsanthin oder 0,0098 mg 
Capsorubin pro Knbikzentimeter. 


Die Identifizierung der einzelnen Carotinoide, 

welche chromatographisch aus einem Gemenge herausgearbeitet 
wiirden, stützt sich vor allem auf die spektroskopische Messung, 
Diese ist in zahlreichen Fâllen zuverlâssig, namentlich wenn auch 
das sonstige Verhalten des betreffenden Farbstoffes in Betracht 
gezogen wird (Entmischungsprobe, Farbnuance in Losung und in 
der Saule, relative Stellung der Scheibe, Farbreaktionen usw.). 
Es sei indessen auch hier daran erinnert, daB für das Zustande- 
kommen des Spektrums nicht das Gesamtmolekül verantwortlich 
ist, sondern nur die chromophore Gruppierung. Verschiedene 
Polyene mit dem gleichen Chromophor zeigen daher die nâmlichen 
optischen Schwerpunkte ; so sind z. B. /9-Carotin, Kryptoxanthin 
und Zeaxanthin optisch nicht zu unterscheiden (vgl. die Struktur- 
formeln S. 25 — 27), wohl aber durch ihr abweichendes Verhalten 
bei der Entmischung. 

Zeigt die Lage des Spektrums bedeutende Verschiebung gegen- 
über dem Erwarteten, so ist Nicht-identitàt bewiesen, die chro- 
matographische Einheitlichkeit vorausgesetzt. Anderseits wird 
man aber das letzte Wort über eine im Spektroskop gefundene 
Identitàt zweier Polyene erst auf Grund des Misch-chromato- 
gramms aussprechen oder, wenn tunlich, nach der Abscheidung 
eines krystallisierten Pràparates. Gerade dadurch, dafî die letztere 
Operation nicht vorgenommen wurde, ist manche, an sich wohl gute 
Angabe der âlteren Literatur mit einer mehr oder minder groBen 
Unsicherheit belastet. 

Es besteht, analoge Struktur vorausgesetzt, ein einfacher Zu- 
sammenhang zwischen Spektrum und Adsàr^ionsverhalten mancher 
Carotinoide (vgl. Winterstein 1): Je langer das konjugierte 
Doppelbindungssystem ist, um so stàrker gibt sich die Adsorptions- 
affinitàt kund, aber um so mehr werden auch die Extinktions- 
maxima nach dem Langwelligen verschoben. Dies zeigt sich in 
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vielen Fàllen sehr eindrucksvoll bei dem Betrachten des Chro- 
matogramms, in welchem die Farbtiefe von oben nach unten ab- 
nimmt, z. B. : 

Oben: Lycopin C 4 oH 5 g, 13 P (llkonj.): 548, 507 (in CS 2 ), 
y-Carotin C 4 oH 5 g, 12 P (llkonj.): 533,5, 496//^, 

^-Carotin C 4 oH 5 e, IIP (llkonj.): 521, 485,5 ////, 

nntcn: a-Carotin C 4 oH 5 a, IIP (lOkonj.): 509, 477 /i//. 

Wie S. 30 erwâhnt, besteht eino âhnliche Beziehung bei gewisson 
polycyclischen Kohlenwasserstoffen der aromatischen Reihe. 

Bei den sauerstoffhaltigen Carotinoiden liegen die Verbal tnisse 
nicht immer so einfach, namentlich weil der, in der Saule dem 
Farbstoff relativ zukommende Platz von der adsorptiv auBer- 
ordentlich stark wirksamen Hydroxylgruppe entscheidend be- 
stimmt wird. So steht z. B. das Zeaxanthin (2 OH-) hoher als 
Kryptoxanthin (1 OH-), obzwar die optischen Schwerpunkte zu- 
sammenfallen (519, 483 /:^//, in CSg). Hingegen werden die rot- 
violetten Oxyketone Capsanthin und Capsorubin an einer hoher 
liegenden S telle adsorbiert als die orangegelben und gelben Polyen- 
alkohole (vgl. S. 22). 

Teilweise Isomer isierung des Carotins in der Adsorptionssàule, 

Wàhrend das Carotin bisher als ohne Anderung adsorbierbar 
galt, haben neue Versuche von Gillam und bl Ridi (1,3) gezeigt, 
daB dies nicht mit aller Schàrfe richtig ist. Die nachstehenden 
Tatsachen sind beachtenswert, weil sie gewisse Grenzen der 
Analyse aufdeckten. Die praktische Anwendbarkeit des Tswett- 
schen Verfahrens wird dadurch nicht berührt. 

Der Ausganspunkt dieser Untersuchungen war die Beobachtung, 
daB der ^x-Carotingehalt der Butter in der Aluminiumoxyd- Saule 
sich stets als hoher erwies, als wenn die Adsorption auf Magnesium- 
oxyd vorgenommen wurde. Eine genauere Prüfung zeigte dann, 
daB AI2O3 imstande ist, das ^-Carotin bei wiederhoUer Adsorption 
teilweise zu isomerisier en. Dabei erscheint, wenn lange genug ent- 
wickelt wird, unterhalb der Hauptzone eine gelbe Schicht, welche 
jedoch kein ^-Carotin, sondern ein neues Polyen, das sog. Pseudo- 
oc-carotin C4OH50, enthàlt. Obzwar die optischen Schwerpunkte 
zusammenfaUen, erwiesen sich die beiden Kohlenwasserstoffe in 
wichtigen Punkten als voneinander abweichend (TabellelO, S. 94). 
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Tabello 10. Vergleich von c^-Carotin iind Pseudo -a-Carot in^ 

^-CarotiIl ! Pseudo-tx*carotin 


Formel | 

Schmelzpunkt . . . 
Spez. Drehung 
(Cd-Licht) .... 
Adsorption auf AI 2 O 3 
gibt (teilwei.se) . . 


C4oH5e 

166® (imkorr.) 
+ 380® 

„Neo-carotin“ 


C4oH5e 

187® (imkorr.) 
0 ® 


j^-Carotin oder âlm- 
liches 


Das Pseudo-(X-carotin stiinmt in bezug auf Zusammensetzung, 
Wasserstoffaufnahme, Spektrum, Provitamin-A-Wirkiing mit dem 
natürlichen a-Carotin überein. Es wird von Gillam und el Ridi (3) 
angenommen, daB unter der Einwirkung des Aluminiumoxyds 
entweder eine cis-trans-Umlagerung stattfindet oder der Platz- 
wechsel einer Doppelbindung. Es ist aber au ch die Môglichkeit 
nicht ganz auszuschlieBen, daB das Pseudo-oc-carotin racemisches 
^x-Carotin ist. 


Darstellung von krystallisiertem Pseudo-ix-carotin 
au,s p-Carotin nach Gillam und el Ridi (3). 

200 mg reines /9-Carotin (ans Gras, optisch inaktiv) wurde in 
Petrolather (Siedep. 70 — 80®) gelost, auf eine Al^O^'Sàule gegossen 
(50 X 6 cm; 1 Teil nach Brockmann standardisiert, Merck + 3 Teilo 
imaktiviertcs Oxyd) und mit Petrolather (oder Petrolather + Benzol) 
nachgewaschen. Diese erste Adsorption zeigt in der Regel keine merk- 
bare Aufteilung des Farbstoffes. Als man jedoch den angefarbten 
Sàulenteil mit alkoholhaltigem Petrolather eluierte und das gewa- 
schene, getrocknete Eluat nochmals adsorbierte, erfolgte Zerfall in 
zwei Scheiben. Bei fortgesetzter Entwicklung gelangte dann die 
tiefer liegende Zone in das Filtrat und wurde gesondert aufgefangen. 
Nun hat man das unverànderte jS-Carotin (obérer Farbring) wie an- 
gegeben eluiert und noch vier- bis fünfmal adsorbiert, um eine môg- 
lichst vollstàndigo Isomérisation zu erzielen. SchlieBlich lieferten 
200 mg /3-Carotin 80 — lOOmgPseudo-a-carotin (inetwa 41Flüssigkeit), 
wâhrend das Defizit durch Oxydation, unvollstàndige Elution usw. 
verloren ging. Die durchgesickerte Lôsung wurde im Vakuum (Ng) 
eingeengt imd von etwas AlgOg filtriert. Sie Heferte beim Abkühlen 
ein Krystallisat, das aus Petrolather umkrystallisiert wurde. Schwer- 
punkte in Schwefelkohlenstoff : 507, 4tll jujli, in Benzin: 477, 44:6 yy 
(fast genau das Spektrum des a-Carotins). 

Wir haben den obigen Versuch mit 100 mg reinstem )5-Carotin 
(auf AlgOj) wiederholt, konnten aber mit unseren Materialien ers 
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nach sechsmaliger Chromatographie eine belanglo.se Zone imten er- 
halten, die das Spektrum des Pseudo-(x-carotins besaû. Die opt. 
Schwerpiinkte des zurückgewonnenen /^-Carotins waren unverândert 
und scharf ausgeprâgt. Diese qualitative Bestâtigung zeigt, dafî der 
von den genannten Forschern beschriebene Effekt in der Praxis 
kaum stôren dürfte. 

Wird Ca(0H)2 statt AlgOg angewandt, so findet nach Gillam 
und EL Ridi (3) die gleiche Isomérisation statt, wenn auch mit 
geringerer Ausbeute. Magnesiumoxyd ist unwirksam; es verrat 
übrigens nicht einmal die Heterogenitàt eines künstlichen Ge- 
misches von /9- und Pseudo-^x-carotin. Immerhin sinken die 
Wellenlàngen des /S-Carotin-Spektrums, bei wiederholter Adsorp- 
tion auch in der MgO- Saule. 

Geht man von oc-Carotin aus, so entsteht in einem analogen 
Versuchsgang das ,,Neo-carotin“, und zwar auch auf Magnesium- 
oxyd; in CSg: 501, 470////, in Benzin: 470, 441////. 

Aile diese Vorgange sind reversibel: aus Pseudo-<x-carotin 
konnte ^-Carotin (oder etwas ganz Âhnliches) zurückgewonnen 
werden usw. In der Saule sieht man stets eine Zweiteilung. Eine 
herausgeschnittene und entfernte Komponente erscheint im V'er- 
lauf weiterer Adsorptionsversuche wieder. 

Es sei schlieOlich betont, daB die referierten Verwandlungen 
dur ch gewisse Begleitstoffe gefordert werden ; so genügt für Roh- 
losungen von Butter- oder Blutserum-carotin eine einzige Ad- 
sorption, wàhrend man, ausgehend von reinsten jS-Carotin-Pràpa- 
raten, langer waschen oder eluieren und readsorbieren muB. Die 
Inhaltsstoffe des ungereinigten Extraktes dürften teils als 
schwache Elutionsmittel wirksam sein. 


A. Beispiele zur Verarbeitung von Pflanzen- 
carotinoiden. 

(Vgl. auch Tabellell, S. 106 und 12, S. 112.) 

Trennung von a-, /?- und y-Carotin. 

Nach Karrer und Walker (1) gelingt die Trennung der 
Caroline am besten auf kàuflichem, fein gemahlenem, gelôschtem 
Kalk, z. B. in Petrolàtherlôsung. Reihenfolge von oben nach 
unten: y-, a-Carotin (s. auch Karrer und Schlientz). Das 
Ly copin steht noch hoher als y-Carotin. 
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Kuhn und Brockmann (8) \ishen 2 i\x^ Karotten-HandeU- 
pràparat, dessen Pigment etwa 15% oc-, 85% und 0,1% y-Carotin 
enthalten hat, das in lOOOfacher Verdünnung vorgelegene y-Carotin 
folgend isoliert : Das dreimal ans Benzol + Methanol und dann 
aus Benzol und Benzin umkrystallisierte und vor jeder Umschei- 
dung zweimal mit reinstem Methanol ausgekochte Ausgangs- 
material (3 g) wurde in 300 cm^ reinstem Benzol gelost, mit 
900 cm^ reinem Benzin (Siedep. 70 — 80®) verdünnt und dur ch 
eine Saule aus Fasertonerde (17 X 5 cm; 500 g) filtriert. Das 
y-Isomere bleibt am stàrksten haften, wàhrend die übrigen rascher 
abwàrts wandern. Man wàscht z. B. mit 1 1 Benzol + Benzin 
(1:4) so lange nach, bis sich eine deutlich abgegrenzte, rôtliche 
Zone von y-Carotin gebildet hatte und die tiefer liegenden Bezirke 
der Saule nur noch schwach angefàrbt sind. Man eluiert die 
rotgelbe Schicht (unter Verwerfung der Rànder) sofort mit 
methanolhaltigem Benzin, wàscht den Alkohol gründlich weg, 
trocknet und wiederholt die Adsorption samt nachfolgenden 
Operationen noch zweimal, in einem kleineren Rohr. SchlieBlich 
saugt man das Eluat durch ein Glassinterfilter, dampft es im 
Vakuum ab, kocht den Rest zweimal mit Methylalkohol aus und 
krystallisiert das üngelôste aus wenig Benzol 4~ Methanol (1:1) 
um. Rohausbeute 1 mg y -Isomères pro Gramm Gesamtcarotin. 
Zur Reinigung wurde dreimal aus Benzol + Methanol (2:1) 
umkrystallisiert ; man kocht jedesmal mit Methanol aus und 
wàscht die Krystalle mit Petrolàther. 

Kryptoxanthin aus Mais (Kuhn und Grundmann 5). 

Das sehr fein gemahlene und gebeutelte Mehl wurde ab- 
wechselnd, einige Male mit Alkohol und mit Benzin ausgezogen 
und der Gesamtfarbstoff aus den vereinigten Extrakten mit 
Wasser in Benzin getrieben, welcher den Zeaxanthin-Gehalt an 
OOproz. Methanol abgab. Nun wurde die Losung verseift (5proz. 
methanolisches KOH, 4 Stunden, 35®), mit 90proz. Methanol aus- 
geschüttelt, gewaschen, getrocknet und auf aktiviertem AI2O3 
chromatographiert (Entwickeln mit Benzin Benzol 1:1). Eine 
geringe gelbe Zone ging in das Filtrat (Carotin), wàhrend das 
Kryptoxanthin als allmàhlich sich ausdehnende, nur langsam 
wandernde, orangegelbe Schicht haften blieb. Durch Elution mit 
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Alkohol làBt sich z. B. 1 mg Kryptoxanthin aus 700 g gelbem, 
italienischem Mais krystallisiert erhalten . Das Verfahren ist auch 
zur Colorimétrie der Komponenten geeignet (Messung in Benzin, 
gegen Azobenzol, S. 92). 

Isolierung von TaraxanthinausdemRohkrystallisatderTaraxacum- 
officinale-Xanthophylle (Kuhn und Lederer2). 

Dieses Beispiel soll zeigen, wie die spektroskopische Messung 
wegleitend sein kann, falls in der Saule mehrere Pigmentkompo- 
nenten zu einer gemeinsamen Zone sich vereinigt haben. 40 mg 
Farbstoff wurden in 25 cm^ Benzol + 75 cm^ Benzin gelost und 
durch CaC 03 (15 X'IOcm) gesaugt. Nach dem Entwickeln mit 
2 1 Solventgemisch hat man die einheitliche, 100 mm hohe Farb- 
scheibe willkürlich in 5Abschnitte zerteilt, derenPolyen das folgende 
Spektrum zeigte: 

Oben: 502, 472 /i/i (in Schwefelkohlenstoff gemessen)), 

502, 469 („ „ „ ), 

504, 41liuju („ „ „ ), 

507, 474///. („ „ „ ), 

unton: 508, 475///. (,, „ ,, ). 

Das Methanol-eluat der beiden oberen Bezirke wurde un ter 
Benzin mit Wasser ausgefàllt und der Farbstoff, wie beschrieben, 
nochmals chromatographiert : 

Oben: 501, 474/./. (CSg), 

501,5, 470/.//, 

501,5, 469 ///., 

501, 469/.//, 

unten: 500,5, 468////. 

Man sieht, daB das Lutein (508, 475/./.) bereits entfernt 
worden ist. Der Farbstoff aus der 2. bis 5. Zone wurde wie oben 
angegeben gefàllt und aus Methanol umkrystallisiert. Ausbeute: 
8 mg Taraxanthin. Zur weiteren Prüfung der Einheitlichkeit 
diente wieder die Chromatographie ; mit Ausnahme einer belang- 
losen oberen Zone (500, 473/./.) war das Pràparat nun einheitlich 
(vier empirisch gewâhlte Bezirke: 501, 468,5/./., in CSg). 

Isolierung der Paprikafarbstoffe. 

Als Beispiel daftir, wie man einen verwickelt zusammengesetzten 
Naturstoff mit HUfe mehrerer Ausführungsformen der Chromato- 

Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 7 
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graphie studieren kann, deren Ergebnisse sich gegenseitig ergànzen 
und kontrollieren, sei die Aufteilung des Capsicum-annuum- 
Pigments angeführt. Es wurden vier Wege befolgt (Zechmeister 
und Cholnoky 2): 

a) Bezüglich der Chromatographie von Rohkrystallisaten des 
Capsanthins sei, was Einzelheiten betrifft, auf das Original ver- 
wiesen ; dieser Arbeitsgang erbrachte die Isolierung von Capsanthin, 
Capsorubin, Zeaxanthin und Lutein, 

Ohne Anwendung der Adsorptionsanalyse kommt man zwar zu 
schôn aussehenden und scheinbar einheitlichen Capsanthin-Pràparaten, 
die aber in Schwefelkohlenstoff, auf Calciumcarbonat z. B. das fol- 
gende Bild zeigen (links Dicko der Zonen in mm): 

7 rotbraun \ nicht krystallisierbar, 

3 rot J wohl autoxydiert, 

2 dunkelviolett : Capsorubin, 

3 kanariengelb : unbekannt, 

28 violettrot: Capsanthin, 

1 gelb 
1 violett 

1 gelb unbekannt, 

1 dunkelviolett 

4 zitronengelb 

9 orangegelb: Xanthophylle, 

3 hellrosa: unbekannt. 

b) Adsorptionsanalyse von verseiften Gesamtextrakten. 200 g 
Paprikahàute wurden mit 1,51 leichtem Petrolàther perkoliert 
und der Auszug, nach dem Überführen in Ather, mit methanoli- 
schem Kali verseift. Der Abdampfrückstand des alkalifrei 
gewaschenen Athers lieferte in CSg, auf CaCOg (10 Rohre) das 
folgende Bild: 

5 braun, 

20 rôtlichbraim, 

0,2 gelber Stnch, 

5 violett: Capsorubin, 

5 kanariengelb (in CSg: 508, 476 /i//; in Ather mit HCl blau), 
20 violett : Capsanthin, 
fünf verschiedenfarbige, dünne Striche, 

5 orangegelb : Zeaxanthin, 

0,2 violett, 

10 orangegelb : Klryptoxanthin, 

im Filtrat: Carotin. 

Die Elution mit alkoholhaltigem Ather, Verdampfen und Um- 
krystallisieren ergab aus den zehn entsprechenden Zonen : 150 mg 
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reines Ca'psanihin und 18 mg Zeaocanthin, Die zehn Capsorubin- 
schichten wurden ebenso behandelt, nur muBte man das End- 
produkt nocb einmal in CSg aufnehmen und auf CaCOg unterteilen : 
jetzt bildete das Capsorubin die Hauptzone und war lediglich 
von einem dünnen Capsanthin-Strich, d^r tiefer lag, begleitet; 
es wurde eluiert, in Âther übergeführt und nach dem Abdampfen 
aus CSg umkrystallisiert. Auch der Farbstoffinhalt der Krypto- 
ocantTiin-Zoneii mufîte ein zweites Mal chromatographiert werden, 
wozu CaCOg (grob : fein = 10:1) diente (Benzin) . Die Haupt- 
menge des Kryptoxanthins blieb als eine sehr breite, gelborange 
Zone hàngen, darüber sah man etwas Zeaxanthin, tief unten ein 
wenig Carotin. Nach der Elution des Mittelteiles wurde eine 
dritte Adsorption vorgenommen (CaCOg 7:3) und das nach der 
Verwerfung der Grenzbezirke gewonnene Eluat in Benzol über- 
geführt. Wird diese Lôsung ôfters mit destilliertem Wasser ge- 
schüttelt, auf 2 cm^ eingedampft und mit 10 cm^ Methanol ver- 
setzt, so erscheinen 20 mg Kryptoxanthin. 

c) Chromatographie des nativen Farbwachses, mit nachf olgender 
Verseifung einzelner Komponenten. Das frische, fleischige Aus- 
gangsmaterial wurde unter COg, in Alkohol entwassert, getrocknet, 
vermahlen und das Pulver (20 g) mit 500 cm® Benzin (Siedep. 
70 — 80®) bei 50® erschôpft. Chromatogramm auf CaCOa (Vifein; 
drei Rohre) : 

Fünf dünne Striche: wohl Oxydationsprodukte, 

2 gelb, 

25 hèuOT^iolett } Capsorubins, 

20 dunkelviolettrot : Capsanthin-estergemisch, 

2 hellgelb; unbekannt, 
vier zwirndünne Striche, 

Filtrat: rôtlichgelb. 

Die Grenzlinie zwischen fixierten und durchgelassenen Pigment- 
anteilen liegt bei dieser Ausführungsform der Analyse ganz anders- 
wo als bisher, indem der Hauptanteil der Zeaxanthin-ester in das 
Filtrat gelangt und dort von dem Lut ein- und Kryptoxanthin- 
Farbwachs, nebst Carotin begleitet wird. 

Die hàngen gebliebenen Hauptzonen wurden mit sprithaltigem 
Petrolàther eluiert. Aus der 20-mm-Scheibe lieÛ sich ein krystalli- 
siertes Gemisch von Capsanthin-estern erhalten, das von Alkali 
in ein schônes Capsanthin-Pràparat verwandelt wird, aus welchem 


7 * 
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chromatographisch nur noch ein wenig Zeaxanthin herauszuholen 
war. Der Farbstoffinhalt der 5 -j- 25>mm-Zonen war nicht deutlich 
krystallinisch, er lieferte jedoch nach erfolgter Verseifung wohl- 
krystallisiertes Capsorubin. — Das durch die Saule gelaufene, rôt- 
lichgelbe Filtrat wurde ebenfalls alkalisch behandelt und dann 
für sich chromatographiert (CaCOg, CSg): 

10 gelb: unbokannt, 

20 orangcgelb: Zeaxanthiny 
30 orangegelb: Kryptoxanthin. 

Die beiden letzten Komponenten krystallisieren leicht. Durch 
die Saule ging hier nur der Polyen-kohlenwasserstoff-Anteil, 
welcher, nachdem im Calciumhydroxyd-Chromatogramin (Benzin) 
eine Spur unbekannten Farbstoffes entfernt wurde, krystallisiertes 
P-Carotin liefert. 

d) Chromatographie von verseiftem und re-esterifiziertem 
Polyenwachs. Wàhrend bei der Aufteilung des nativen Farb- 
wachses das Bild dadurch verwickelt werden kann, daB derselbe 
Polyen-alkohol mit verschiedenen Fettsàuren verknüpft vorliegt, 
erlangt man gewisse pràparative Vorteile, wenn, nach erfolgter 
Freilegung der Hydroxyle, von neuern eine Veresterung des ge- 
samten Materials, aber jetzt mit einer einheitlichen Sàure, durch- 
geführt wird. Erst dann schreitet man zur Chromatographie und 
gelangt leicht zu guten Pràparaten. Die in der Saule beobachtete 
Reihenfolge der Carotinoide ist von der Wahl der angewandten 
Fettsàure unabhàngig. 

Eine Losung von 400 mg synthetisch aus Rohcapsanthin 
bereitetem Caprinatgemisch in 800 cm^ Benzin lieferte auf 
CaCOg das folgende Chromatogramm (8 Rohre), nachdem mit 
Benzin reichlich nachentwickelt wurde: 

8 blaustichig rosa: Capsorubin-caprinat, 

5 kanariengelb : unbekannt, 

60 braunlichrot : Capsanthin-caprinat, 

10 braun: imbekannt, 

10 zitronengelb : Zeaxanthin-caprinat. 

Die Hauptzone wurde nochmals ebenso chromatographiert : es 
zeigte sich ein sprunghafter Fortschritt, indem keine Spur Zea- 
xanthinester mehr zugegen war. Nun hat man den Farbstoff mit 
methanolhaltigem Benzol eluiert und die ausgewaschene Losung 



Carotinoide. 


101 


im Vakuum auf ein kleines Volumen gebracht. Nach Zusatz von 
4 Ranmteilen abs. Methanols, krystaîlisierten innerhalb eines Tages 
240 mg Capsanthin-dicaprinat ans. Schmelzp. 109® (korr.). 


Quantitative Bestimmiing der Paprika-Farbstoffe 
(Cholnoky, unveroff . ) . 


Auf einem analytischen Glastrichter (Schott und Gen., Jena, 
Durchmesser 5 cm) wird ein kleiner Wattebausch festgedrückt, 
auf welchen 1 — 3 g mehlfein gemahlene Paprikahaut ge^schichtet 
wird. Man extrahiert die Farbstoffe durch ôfteres AufgieBen von 
je 5 cm® heifiem Benzin {Siedep.60 — 80®), insgesamt etwa 200 cm®, 
und wartet in jedem Falle 5 Minuten, bevor die nàchste Portion 
des Losungsmittels eingeführt wird. Làuft die Flüssigkeit nach 
10 Minuten Warten und AufgieBen von frischem Benzin farblos 
ab, so ist die Extraktion beendet. Zur Chromatographie füllt man 
ein Rohr mit zwei Adsorbenzien : die untere Hàlfte (20 X 4,5 cm) 
mit Calciumhydroxyd, die obéré mit Calcium car bonat (^sfein, 
vgl. S. 39). Nachwaschen mit 500 — 700 cm® Benzin, bis die 
folgende Aufteilung schon sichtbar wird (Abb. 35, S. 193): 


Mehrere braune und gelbe, haardünno Striche, 
5 rot, 

5 rot: Capsorubin-oster, 
mehrere gelbe und rote Striche, 

30 rot: Capsanthin-ester, 

10 rotbraun, 

1 gelb, 


auf CaCOg; 


5 orangegelb: Zeaxanthin-ester, 

2 zitronengelb, 

5 orangegelb: Kryptoxanthin-ester, 
2 zitronengelb, 

orangegelb : y-Carotin ( ? ), 

10 orangegelb: /9-Carotin, 

Y 2 ockergelb: oc-Carotin, 

2 zitronengelb, 


auf Ca(OH) 2 . 


Man zerschneidet die Saule (die drei Carotine bleiben zusam- 
men), eluiert mit sprithaltigem Benzin, wâscht den Alkohol weg, 
verdünnt entsprechend und colorimetriertgegen Azobenzol (S. 92). 
Die Capsorubinwerte schwanken um 10 — 20%, sonst ist das 
Ergebnis recht genau. 
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Isolierung von Lycoxanthin C40H55OH und Lycophyll C4oH54(OH)2, 
neben viel Lycopin C40H5Ç. 

17 kg frische Solanum dulcamara-BeeTen (BittersüB) wurden 
in 200-g-Anteilen mit Seesand zu einer dünnen Paste verrieben, 
die man absaugt und zweimal mit Alkohol auf der Nutsche ab- 
deckt. Nun folgt die Extraktion mit peroxydfreiem Àther, bis 
dieser farblos tropft. Die schwachgefârbten Auszüge sind weiter 
verwendbar (Gesamtbedarf 15 1 Ather). Man wàscht die ver- 
einigten Extrakte spritfrei, verjagt den Ather (Vakuum, Ng), 
dampft den Rückstand zweimal mit Benzol ebenso ab, nimmt in 
3 1 warmem Benzol auf und filtriert nach dem Erkalten von Harz 
(ein Verseifen ist überflüssig). Das Chromatogramm (30 Rohre mit 
je 20 X 5,5 cm Calciumhydroxyd) entwickelt man mit viel Benzol, 
jedoch nur so lange, bis zwischen dem Lycopin und den hôher 
liegenden Farbschichten eine breite weiBe Zone entstanden ist. 
Scharfe Trennung aller Bestandteile ist hier noch unnôtig. 

3 braiin: Autoxydiertos (ohne Spektrum), 

2 tiefbraun: Autoxydicrtes (ohno Spoktrum), 

5 rot; Lycophyll (503, 473, 444 /i/i, in Hexan), 

2 braun: nicht krystallisierbar, 

8 rot: Lycoxanthin (503, 473, 444 ///<), 

2 gelblichrot: unbekannt (494, 461, 433 ///^; Rubixanthin ?), 

10 gelb: nicht geprüft, 

100 rot: Lycopin (503, 473, 444 ///^), 

10 gelblichrot (493, 462, 432////, y-Carotin ?), 
hellgelbes Filtrat. 

Die drei roten Farbstoffe wurden einzeln herausgeschnitten 
und mit Benzol + Methanol (3:1) auf Glasnutschen eluiert. 
Dies gelang leicht, mit Ausnahme des Lycophylls, von welchem 
die Hàlfte im Kalk verblieben ist. Die Eluate wurden filtriert, 
gewaschen, getrocknet. Es war nôtig, das rohe Lycophyll noch 
dreimal, das Lycoxanthin zweimal, das Lycopin einmal zu chro- 
matographieren, bis sich Homogenitàt einstellte. Zum Schlusse 
genügen für die beiden ersteren 1 bzw. 3 Rohre. Man verdampft 
die Endeluate nach dem Waschen und Trocknen vollig, lôst den 
Rest in wenig heiBem Benzol, setzt abs. Methanol hinzu und 
erhàlt rote Nadelchen. Ausbeute 920 mg Lycopin, 125 mg Lyco- 
xanthin (Schmelzp. 168®, korr.) und 9mg Lycophyll (Schmelz- 
punkt 179®), nàmlich: 77, 61 bzw. 13% der in den Beeren colori- 
metrisch bestimmten Mengen (Zechmeister und Cholnoky 6). 
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Isolierung von Fucoxanthin C4oH5eOe ans Braunalgen 
(Heilbron und Phipers). 

50 kg frisches, zerhacktes Material (Fucus vesiculosus) wurden 
zweimal ^4 — ^2 Stunde lang in je 50 1 40proz. Aceton eingelegt 
(hàufig umrühren). Man saugt ab und entfernt die schleimige 
Flüssigkeit durch scharfes Abpressen. Nun wurde das fein zer- 
mahlene Material 24 Stunden, unter gelegentlichem Rühren mit 
Holzgeist ausgezogen. Den filtrierten Extrakt (40 1) haben die 
Autoren, nach dem Verdünnen (10 1 Wasser), mit Petrolàther 
(Siedep. 40 — 60®) erschopft (Extrakt ,,A“). Nach dem Zufügen 
von 1 Raumteil Wasser wurde nun die zurückgebliebene alko- 
holische Unterschicht ausgeàthert, der Ather gewaschen, ent- 
wàssert, auf 2 1 eingeengt und schlieBlich durch Destination mit 
1 Vol. Benzol vollends getrocknet. 

Zur Chromatographie der Benzollôsung (3 1) dienten 15 Rohre 
(50 X 5cm), welche mit teilweise desaktiviertem (S. 42) Alu- 
miniumoxyd^ gefüllt waren. Entwickeln mit Benzol -f" Petrol- 
àther 1:1, zum Schlusse Auswaschen mit Petrolàther (Siede- 
punkt 40 — 60®). Es erschienen drei Zonen: 

Oben: tief olivgrün (veràndertes Chlorophyll), 
crimsonrot (enthàlt das Fucoxanthin), 

unten: orange (Zersetzungsprodukte -|- wenig Fucoxanthin). 

Die Mittelschicht wurde mit Methanol eluiert, die tiefrote 
Lôsung mit 1 Vol. Wasser versetzt und zur Femhaltung des Luft- 
sauerstoffes mit einer dünnen Lage von Petrolàther überschichtet. 
Der in der Grenzzone beim Stehen langsam ausgeschiedene, 
halbkrystallinische Farbstoff lieB sich nach dem Absaugen im 
Vakuum liber Natriumsulfat trocknen und aus Âther + Petrol- 
àther umscheiden. Aggregate, aus tief orangeroten Nadeln be- 
stehend, Schmelzp. 166 — 168® (unkorr.), SchwerpunkteinCS2: 510, 
477, 445/^/^. Ausbeute 1 — 1,5 g Fucoxanthin] identisch mit dem 
Pràparat von Willstâtter und Page. 

Aus der untersten Zone wurde das Pigment in Petrolàther über- 
geführt und auf Fullererde auf geteilt ; man erhielt zwei Komponenten : 
die eine identisch mit Fucoxanthin (2 mg), die andere, unkrystallisier- 
bar, vielleicht „j5-Fucoxanthin“. 

Aus getrocknetem, altem Ausgangsmaterial konnte hein Fucoxan- 
thin erhalten werden, sondem 2 g Zeaxanthin, auf àhnlichem Wege. 


1 Allzu aktives Adsorbens vereitelt die Trennung der Bezirke. 
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Der Extrakt (S. 103) wurde unter Stickstoff auf 3 1 ein- 
gedampft und diese Petrolâtherlôsung in 12 Anteilen, auf partiell 
desaktiviertem Aluminiumoxyd chromatographiert : 

Oben: tief olivgrün (veràndertes Chlorophyll), 

rôtlichbraun (Pektine, Fiicosterin, Fucoxanthin), 
crimsonrot (Fiicosterin, Fucoxanthin), 
weil3e Zwischenzone, 
blàulichgrün (Chlorophyll a), 
weiBo Zwischenzone, 

unten: gelb (Hentriakontan, Terpene, j5-Carotin). 

Nachweis und Isolierung von Bakterien-carotinoiden. 

Einschlàgige, meist qualitative Beobachtungen stammen von 
Pbtter (1,2), Chargaff (1, 2), Chargaff und Lederer, Gaf- 
FRON (1, 2), VAN Niel und Smith, Schneider; s. auch Fischer 
und Hasenkamp 1; Siedel; Zusammenfassendes : Willstaedt 2; 
vgl. Tabelle 12, S. 112. 

Am weitesten sind die Untersuchungen von Karrer und 
SoLMSSEN (1, 2, 3, 6) gediehen, welche nachstehend referiert 
werden. 

Ans Thiocystis -hakterien, die zu den roten Schwefelbakterien 
gehôren, konnte etwas Lycopin (oder sehr âhnliches), ferner Rhodo- 
violascin abgeschieden werden. Das Chromatogramin der restlichen 
Carotinoido gleicht weitgehcnd dem Rhodovibrio -Pigment (s. unten). 

Zu Oro/3versuchen diente eine Zucht von Rhodovibrio -bakterien 
(1200 1 reife Nàhrlôsung; Angaben über die Züchtung im Original), 
welche vielleicht auch kleine Mèngen des Bact. chromaticum 
enthielt. 

Die mit Sprit verriebene und genutschte Bakterienmasse wurde 
im Soxhlet mit CS 2 erschopft, der tiefrote Auszug im Vakuum 
verdampft und sein Rückstand mit Ligroin + Methanol auf- 
genommen. Dur ch Zusatz von wenig Wasser wurde entmischt, 
wobei Bacterio -chlorophyll nach unten, das Polyen nach oben 
geht. Mit beiden getrennten Schichten wiederholt man ôfters die 
Entmischung, wàscht dann die obéré Phase und verdampft sie 
zur Trockene. Beim Entmischen fielen an der Grenzzone rote 
Kry stalle aus, die gesondert in heiÔem Benzol gelôst wurden. Die 
letztere Lôsung dient dazu, auch den erwàhnten Trockenrück- 
stand der Ligroinlôsung aufzunehmen. Die so gewonnene Flüssig- 
keit überführt man zweckmàBig in AmpuUen, wo man sie im 
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Vakuum verdampft; der Rückstand wird bis zur Weiterarbeit 
zugeschmolzen. Man behandelt die letztere Substanz mit Petrol- 
âther, welcher einen Teil mit braunschwarzer Fàrbung lôst und 
robes Rhodoviolascin C 4 oH 54 (OCH 3)2 zurücklàBt (ans Benzol zwei- 
mal umkrystallisiert : 20 mg; 573, 534, 496 /i/i, in CS 2 ). 

Die Petrolàtherlôsiing wurde auf Calciumhydroxyd anfgeteilt 
und mit demselben Solvent entwickelt. Das erste Chromatogramm 
ergibt folgende Scbicbtung (die Pfeile bedeuten weitere Reini- 
gungsoperationen, die opt. Scbwerpunkte bezieben sicb auf CSg) : 

Ob(‘n: braun _ Rbodovibrin 556, 517 

rotbraun ^ Rhodopin 547, 508 ////, 

lacbsrot > Rbodoviolascin 573, 534 

rot — — > Rbodopiirpurin 550, 511 fifi, 

dimkolgelb ^ /Î-Carotin (?) 521, 4S5 jti/i y 

unten: bellgelb > Flavorbodj|p 502, 472 

Das Rhodopin wurde mittels Petrolâtber -(- Metbanol, eventuell 
unter Benzolzusatz, eluiert, die Flüssigkeit gewascben und ein- 
gedampft. Umkrystallisieren aus Ligroin + wenig Benzol, dann 
ans abs. Alkobol. Das Rbodopin muB durcb wiederbolte Ad- 
sorption auf Ca(OH )2 gereinigt werden (Entwickeln mit Petrol- 
àtber + Benzol 1 : 1 oder 1:2). Trennt man selbst eine sebr 
weitgebend gereinigte Rbodopinzone willkürlicb in drei gleiobe 
Teile, so liefert das oberste Drittel Rhodovibrin (Krystalldrusen, 
Scbmelzp. 168^), wàbrend das unterste Drittel die bisber reins te 
Rbodopinfraktion ergibt (Scbmelzp. ebenfalls 168®, Drusen). 

Das Rhodopurpurin wurde aus der betreffenden Zone durcb 
Eluieren, Überfübren in Petrolâtber und Einengen erbalten. 
Nadeln, Scbmelzp. 161 — 162®. 

B. Beispiele für die Verarbeitung von tierischen 
Carotinoiden. 

(Vgl. aucb Tabelle 13, S. 118 und 14, S. 120.) 

Bestimmung des Lipoehroms in der menschlichen Leber. 

Das friscbe, gebackte und durcb wiederboltes Einlegen in 
Weingeist entwàsserte Material gibt über Nacbt seine Carotinoide 
groBtenteils an kalten Âtber ab ; der Rest wird der getrockneten 
und gemablenen Masse mit dem gleicben Solvent leicbt entzogen. 
Man verseift die Losung zweimal mit konz. methylaikoholiscbem 
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Basa rugosa Frucht j Rubixanthin, | AlgOg Benzol H-Benzini Willstaedt (5) 

' („Xanthophylle“, ■ 



Carotinoide. 


109 


g « w g 
g g a P 


03 O Q 

lo 


i « « 

I si 

'a a 2 


CQ. g 
! ► cô H 

^ X 

: sS cô {H 

‘ <3^ .5 ^ 

.3 N ® g 

■S .3 J I 

a 2 si 
^ ü -S I 
« 


U -S îh' 

® s ® 

N -e -g 


Cô pC "d ’-Ii 

S d TJ 2 

^ § ë § 

• O >< B O 


Xi 


^ ^ ^ 
?è rià 

53 S .h 


J Ps ^ 8 h 



Pflanze ; Organ Isoliert (nachgewiesen) j Adsorbens 1 Losungsmittel Literatur 


110 


Natürliche Farbstoffe. 



N X 

g ^ 

W 


O Æ 

II 

cô 
X 
C 
"Ü 
O 

P? 


■S ^ 

4S P 

O 


pû 



Carotinoide. 


111 


fl « 2 

fH h 

il il 


< 


U 3 H « M 

së 

PQ M w 


A® 

Ph P-i 


O ffi 

ris 

ia i«a 


■O W IfE 

~ O !C 

Æ i's’ 
! ü Q 


.s fl d 

'S 9 *1 

•4^ -i <-d 

g^-S 


s,« ..a 

fl S C 3 rfl ^ 
r-) M «fl 43 H 


fl S "fl d ^ a • 

O '9 n 2 *3 r-l ^ QQ_ 

r73fi,C6 flpÛ.S^ 

O O ® œ d â à ^ 

rHÜ^^ 


I à ^ .a 

> 1 § 

il II 


^ 2 
^ F> S 


^ >> 
O 'o 

^ Ah 


d 03 
L 4 ^ ^ ^ 
i <D a> ® © 
!^ fl pû fl 
d © fl © 

fl fl 


PÛ , fO 

™ ;§ ® s 

^3 §3 


îli 

•S ^ i 
1^1 
s P S:- 


J-i 

H't 

sëî 

I 



Tabelle 12. Beispiele für die Chromatographie von Algen-, Pilz- und Bakterien-Polyenen. 


112 


Natürliche Farbstoffe. 



Sarcina lutea (Sarcinin, Xantho- ! AlgOg ! Benzin | Chargaff und Dieryck 



Carotinoide 


113 


H g 

W O 


fl fl G 

(D I (D <D 0 

! m ! cQ I m M 


fl ^ fl ^ 

I & ■? d a 
2 ^ si ^ 

9*^ S 


fl ^ 

^ S Q 


î .g fl I 

^1 

O fl fl 0? 

. CÔ <t> N 
^ tS3 -«fj 


^ ^ ,Q B 
«!'§§' 

■| Æ ° '-’ 'S 
^ tf I .g" -f 
.2 >.■§ è 

> fl fl g T5 
O *2 -fl fl O 
TJ fl O ^ 
^ TJ OiOClPh 
p^ 


I .s .s TJ 
P-i 0 fl 

8 § ® 

J “ S 


fl O flJ 
fl ü >> 

, 

, hP P. 
03. 


Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 


■i"’! 

ai O) 



114 


Natürliche Farbstoffe. 


Kali (je 16 — 20 Stunden, unter Stickstoff), wàscht gut aus und 
lôst den Abdampfrückstand der getrockneten Atherschicht in 
Benzin. Nun folgt ein© Entmischung mit Methanol, worauf die 
hypophasischen Bestandteile mit HiK© von Wasser gleichfalls in 
Benzin übergeführt werden. Die beiden Benzinlôsungen lassen sich 
in der Calciumhydroxyd- Saule aufteilen, die Einzelringe werden 
mit holzgeisthaltigem Ather eluiert. Den Abdampfrückstand des 
getrockneten Athers nimmt man jeweils in Benzin auf und ver- 
gleicht seine Farbstàrke mit Azobenzol (S. 92). 

Der epiphasische Anteil zerfàllt meist in zwei Ringe: oben 
Ly copin, darunter Carotin; auch das Chromatogramm des Hypo- 
phasischen ist im wesentlichen zweischichtig : oben Xanthophyll, 
unten unbekannt© Zersetzungsprodukte. Eine spektroskopische 
Kontrolle wird erleichtert, wenn man die betreffende Farbschicht 
nochmals chromatographiert, die Bander werden dann schàrfer 
sichtbar. Gefunden z. B.: 1,6 mg Carotin, je 0,5 mg Lycopin 
bzw. Xanthophyll und 0,05 mg unbekanntes Polyen pro Kilo- 
gramm Frischleber (Zechmeister und Tuzson 9). 

Jüngst haben Willstaedt und Lindquist durch Aufteilung 
in einer Aluminiumoxyd- Saule, nach einer grundsàtzlich àhnlichen 
Methodik, Carotin, Lycopin, Zeaxanthin und Xanthophyll (viel- 
leicht auch Violaxanthin) in der menschlichen Leber ermittelt. 
Daneben fanden sich unbekannt©, farbige Komponenten vor 
(Abbauprodukt© von Polyenen). 

Chromatographie des Blutserum-lipochroms. 

Im Blutserum zahlreicher Tier© sind Carotinoide ©nthalten, 
welche, nach Freilegung aus einer Paarung mit EiweiB, adsorptions- 
analytisch aufgeteilt und bestimmt werden kônnen. Die àltesten, 
wichtigen Versuche dieser Art stammen von Palmer und 
Eokles und betreffen das zirkulierende Lipochrom der Kuh, in 
welchem Gillam und el Ridi (1,2) neben viel Carotiu auch etwas 
Lutein und Kryptoxanthin (sowie Vitamin A) feststellten. Im 
Pferdeserum wurde chromatographisch vorwiegend Carotin nach- 
gewiesen, nebst farbigen Abbauprodukten der Nahrungspolyene 
(Zechmeister und Tüzsok 10). 

Aufteilung der menschlichen Blutserum-carotinoide. Die in der 
Literatur zuweilen vorgenommen© Auswertung des àtherloslichen 
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Serumfarbstoffes als ,,Carotin“ ist nach neueren Untersuchungen 
(Dâniel und Scheff; Dâniel und Béres) auch hier unrichtig. 
Vielmehr muB mit dem Gesamtpolyen eine Entmischung und, 
namentlich wenn das farbkràftige Lycopin von der Diàt nicht 
ausgeschlossen war, auch die ChroTnatographie vorgenommen 
werden, da sonst die Provitamin-A-Werte viel zu hoch ausf allen. 
3 1 menschliches Blutserum wurden mit 1 Raumteil Alkohol gef àllt 
und der abzentrifugierte Niederschlag mit peroxydfreiem Âther 
erschôpft. Man verseifte den Extrakt mit methanolischem Kali 
wàhrend 2 Tage, unter Ng und entmischte das in Benzin über- 
geführte Pigment mit 90proz. Holzgeist. Das Epiphasische wurde 
(nach dem Ausfrieren von viel Cholesterin) auf Calciumhydroxyd 
chromatographiert, mit nachfolgender Mikrocolorimetrie der Be- 
standteile. 

Oben : geiblichbraun : unbekannt (0,3 mg, als ,,Carotin‘‘ berechnet ), 
rosafarbig; Lycopin (0,15 mg), 
hellgelb: unbekannt (0,08 mg), 

unton: orangegolb: (und^x-) Carotin (0,28 mg)* 

Der hypophasische Anteil enthielt 0,84 mg „Lutein“. 

Es folgt aus diesen Angaben, daÛ, falls bei klinischen Unter- 
suchungen nur eine, zur Adsorptionsanalyse unzureichende Blut- 
menge verfügbar ist, genaue Carotinwerte nicht ermittelt werden 
kônnen. 

Nach Willstaedt und Lindquist genügt hierzu 140 — 250 cm® 
Blutserum. DieAutoren dampfen dieÂtherextrakte im N 2 -Strom 
ein, nehmen den sterinreichen Rückstand in Petrolàther auf und 
schütteln die Lôsung mit 90proz. Methanol aus. Die Chromato- 
graphie beider Fraktionen wird aus Benzin + Benzol auf Alu- 
miniumoxyd vorgenommen. Elution und Mikrocolorimetrie der 
abgetrennten Komponenten, wie üblich. 

Im epiphasischen Anteil wurde Carotin (Menge etwa wie 
oben verzeichnet), eventuell auch Lycopin gefunden. Zwischen 
den beiden Schichten liegen noch zwei imbekannte Farbstoffo 
(Abbauprodukte) imd bilden einen rosa bzw. einen braungelben 
Ring (in Petrolàther 498, 468, 442 bzw. 478, 459 Die voll- 
stàndige Trennimg gelingt hier erst bei wiederholter Chromato- 
graphie und energischem Entwickeln mit Benzol + Benzin (4:1). 
Im hypophasischen Anteil wurden regelmâBig Zeaxanthin imd 
Xanthophyll ermittelt. 


8 * 
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Natürliche Farbstoffe. 


Die chromatographische Bestimmung der Sérum -carotinoide nehen 
Bilirubin s. unter Gallenfarbstoffe (S. 85; Süllmann, Szécsényi- 
Nagy und Verzàr). 

Isolierung von Carotin ans Pferdefett. 

2 kg zerhacktes Material wurden in eine Lôsung von 500 g 
KOH in 3 1 96proz. Alkohol gelegt und 15 Minuten auf 50® er- 
wàrmt. Man versetzt die klare, 25® warme Lôsung mit 8 1 Âther 
und dann anteilsweise, vorsichtig mit Wasser, gerade bis sich die 
Schichten trennen. Die abgelassene untere Phase wird behutsam, 
ohne stark zu schwenken, mit Ather extrahiert und der Auszug 
zur àtherischen Hauptlôsung gefügt, worauf man dieselbe einen 
Tag über konz. methanolischem Kali stehen làBt. Nun wurde das 
Pigment mit Wasser wieder in Ather getrieben, der letztere alkali- 
frei gewaschen, mit NagSO.^ getrocknet und verdampft. Man ver- 
teilt den Rückstand zwischen Petrolàther (Siedep. 30 — 60®) und 
ebensoviel 90proz. Methanol, wobei die Hauptmenge des Farb- 
stoffes sich epiphasisch verhàlt. 

Die gewaschene und getrocknete Petrolàtherlôsung wurde nun 
auf Calciumhydroxyd (18 X 4 cm) chromatographiert. In der 
oberen Hàlfte der Saule hàufen sich farblose Begleiter an; der 
Farbstoff dringt beirn Nachwaschen mit Benzin tiefer vor und 
beginnt, nachdem die halbe Hôhe passiert ist, in zwei Farbringe 
zu zerfallen. Oben: 10 mm dick, orangegelb, /S-Carotin; tiefer: 
(5 mm, zitronengelb), {%-Carotin. Man eluiert die Hauptschicht mit 
methanolhaltigem Ather, wàscht, trocknet und dampft ab. Der 
Rückstand lieferte, aus 0,3 cm^ Benzol und einigen Kubikzenti- 
metern Methanol umgeschieden, 3 mg ^-Carotin = 25% der im 
Fett colorimetrisch ermittelten Menge (Zechmeister und Tu- 
ZSON 4). 

Carotin und Xanthophyll (Lutein) aus Pferdemist. 

2 kg frisches Material wurden 3 Stunden unter 3 1 5proz. 
aikoholischem Kali stehen gelassen, koliert, mit Alkohol ge- 
waschen und mit 3 1 Ather gründlich nachextrahiert. Denausdem 
Alkali in Ather getriebenen Farbstoff hat man mit dem Ather- 
auszug vereinigt und dessen Abdampfrückstand zwischen a) Benzin 
und b) 90proz. Methanol verteilt. 

a) Die Benzinlôsung wurde zweimal auf Ca(OH )2 chromato- 
graphiert. Abgesehen von etwas (X-Carotin, erschien eine breite, 
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gelbe Zone, aus der sich das p-Carotin mit methanolhaltigem 
Ather eliiieren liefî. Zum Abdampfrtickstand des Eluates fügte man 
etwas Benzol, dann Holzgeist und wenig abs. Alkohol. Von Sterin- 
fraktionen wurde nun filtriert und das Carotin im Eisschrank 
auskrystallisiert. Ausbeute 8,6 mg. 

b) Die'Polyen-alkohole führt man aus der Methanolschicht in 
CS 2 über und giefit die Losung auf CaCOg. Der Hauptanteil 
bildete einen tief-orangegelben Bezirk, mit dem die Chromato- 
graphie wiederholt wurde. Man eluiert wie oben, nimmt den 
Trockenrückstand des Athers in 1 cm^ Chloroform auf und setzt 
viel Petrolàther hinzu. Über Nacht, bei 0®, schieden sich 32 mg 
Xanthophyll aus. Man lost es in viel heihem Methanol, filtriert 
bei 20® von farblosen Begleitern, reinigt den Farbstoff erforder- 
lichenfalls in der Carbonat- Saule und scheidet ihn schlieBlich aus 
Chloroform und Petrolàther um. Ausbeuten 50 — 60% des colori- 
metrisch ermittelten Betrages (Zechmeister und Tuzson 5). 

Isolîeriing von Actinio-erythrin aus Actinia equina 

(Fabre und Lederer). 

Bei der nachfolgenden Vorschrift handelt es sich um die Ab- 
scheidung eines tierischen Polyens mit Esterstruktur. Legt man 
die zerhackten Tiere (rote Varietât) wiederholt in Aceton ein, so 
entsteht eine rotviolette Flüssigkeit, deren Pigment mit Wasser 
in Petrolàther tibergeführt wird. Nun schüttelt man die Losung 
mit Wasser, dann mit 90proz. Methylalkohol (bleibt farblos) und 
wàscht mit Wasser den Alkoholgehalt weg. Von den im Eis- 
schrank beim Stehen sich abgeschiedenen Wassertropfchen wird 
dekantiert und die Losung auf eine Calciumcarbonat-Sàule ge- 
gossen. Der oben festgehaltene, rotviolette Bezirk wandert beim 
Nachwaschen mit Petrolàther langsam nach unten und zerfàllt 
zugleich in drei Schichten. Man eluiert die Hauptzone mit 
methanolhaltigem Petrolàther (1 : 100), filtriert, dampft im 
Vakuum ein und nimmt den dunklen, mikrokrystaUinischen Rück- 
stand in abs. Alkohol auf. Nach dem Zutropfen von Wasser bis 
zur beginnenden Trübung, scheidet die Flüssigkeit im Eisschrank 
violettgraue Nadeln ab. Ausbeute aus 30 Tieren: 1,5 mg Actinio- 
erythrin (etwa 30% des Farbstoffgehaltes). 

Trennimg von Carotinoiden und VitaminA: S. 179. 
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Natürliche Farbstoffe. 


Tabelle 13. Beispiele für die Chromatographie von Polyenen 
des menschlichen Organismus. 


Rohstoff 

i 

Isoliert (nachgewieâen) 

1 

1 

Adsorbeiis 

Lôsungs- 

mittel 

Literatur 

Blut- 

serum 

(Lycopin, Carotin, 
Xanthophylle) 

Ca(OH), 

Benzin 

Daniel imd 
Scheff; Daniel 
und Béres 

Blut- 

serum 

(Carotine, Xan- 
thophylle ) 

AI2O3 

Benzin 

Süllmann, Szé- 
csényi-Nagy 
und Verzar 

Blut- 

sérum 

(Carotin, Lycopin, 
Zeaxanthin, un- 
bekannte Xan- 

! thophylle) 

. ... 

AI2O3 

Benzin 

Willstaedt und 
' Lindquist 

Leber 

(Carotin), (Lyco- 
pin), (Xantho- 
phyll) 

Ca(OH)2 

Benzin 



Zeciimeister und 
Tuzson (9) 

Leber 

(Carotin, Lycopin, 
Zeaxanthin, Lu- 
tein, Violaxan- 
thin) 

AI2O3 

Benzin 

Willstaedt und 
Lindquist 

Depot- 

fett 

jS-Carotin (Lyco- 
pin, Capsanthin, 
.Xanthophyll) 

Ca(OH)2 

Benzin 

Zeciimeister und 
Tuzson (8) 

Pla- 

centa 

(Xanthophylle, 
Xanthophyll- 
ester, Carotin) 

CaCOa 

Benzin 

Kuhn und Brock- 
mann (3) 


C. Beispiele für die Verarbeitung von künstlicheii llm- 
wandlungsprodukten der Carotinoide. 

(Vgl. auch Tabelle 15, S. 128.) 

Trennung von Carotin und Isocarotin. 

Das unbekannt konstituierte Kunstprodukt Isocarotin €401155 
(Literaturzusammenstellung bei Zechmbister 1 , dort S. 147), 
welches z. B. dur ch Jodieren und Regenerieren mit Thiosulfat aus 
dem natürlichen Carotin entsteht, kann nach Kuhn und Lederer 
(4) von j 8 -Carotin in einer aus 1 Teil Fasertonerde und 2 — 4 Teilen 
AI 2 O 3 (Merck) bereiteten Saule getrennt werden (Benzin). Das 
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Isocarotin zeigt die stârkere Adsorbierbarkeit und verhàlt sich dem 
Lycopin recht àhnlich, wàhrend jS-Carotin eine tiefere Lage ein- 
nimmt. 

/ï-Carotin-monoxyd (Euler, Karreb und Walker). 

Eine Lôsung von 0,636 g Carotin in 100 cm^ Chloroform wurde 
mit zirka 5cm^ Benzopersàurelosung (=: 0,166g akt. O) versetzt 
und 36 Stunden im Dunkeln stehengelassen. Die bràunlichrot ge- 
wordene Flüssigkeit bat man zweimal mit sehr verdünntem Bi- 
carbonat geschüttelt, durch mehrere Faltenfilter gegossen (Trock- 
nung) und im Vakuum abgedampft. Man nimmt den Rückstand 
mit Benzol auf, versetzt die Flüssigkeit mit Methanol bis zur 
ersten Trübung, saugt die abgeschiedenen Krystalle nach zwôlf- 
stündigem Stehen bei 0® ab, wàscht mit Methanol nach, lôst sie 
in 60 cm® Petrolâther und chromatographiert auf Fasertonerde: 

10 rôtlichgelb: nicht krystallisierbar, 

46 gelb: Carotin -monoxyd, 

26 lachsrot (wenig Isocarotin f 642, 603, 

472 in CSa), 
gelbrot, auswaschbar (Filtrat). 

Die 45-mm-Zone wurde mit OOproz. 

Methanol eluiert, ihr Farbstoff in Petrol- 
àther übergeführt und der Abdampfrück- 
stand des letzteren aus Benzol + Metha- 
nol, dann mehrmals aus Petrolâther um- 
krystallisiert. Ausbeute 30 — ^70 mg Carotinoxyd C4oH5eO, 
Schmelzp. 160— 16P; in CSg: 486, 456, (427) 

Darstellung von /Ï-Oxy carotin, ^-Carotinon und 8emi-^-carotinon 

aus /Î-Carotin 

(Kuhn und Brockmann 6, 10, 13, 14; Formeln: S. 28). 

Man lôst 3 g Carotin in Portionen von 50 mg in 15 cm® Benzol, 
verdünnt mit 25 cm® Eisessig und versetzt mit 3 cm® 0,ln-Chrom- 
sàure, tropfenweise, unter starkem Rühren. Man fügt 1 Vol. 
Benzin zu (Siedep. 70 — 80®), giefit die Flüssigkeit in Wasser, 
wàscht die Oberschieht aus, trocknet und bringt die Lôsung 
(Benzol + ®®^^zin 1:1) auf AI2O3 (Merck, nach Brookmann). 
Durch Entwickeln mit reinem Benzol wurde das folgende Chro- 
matogramm erhalten (60 Rohre) : 


CH3 CHg 

\/ 

C 


CH» C— CH- 

I l>0 

CHg C— CHg 


CHj 

Wahrschelnllches Ringsystem 
des iî-Carotin-monoxyds. 



Tabelle 14. Beispiele für die Chromatographie von tierischen Polyenen. 
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Natürliche Farbstoffe. 


Organ usw. j Isoliert (nachgewiesen) j Adsorbens , Losungsmittel 1 Literatur 
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Tler Organ usw. Isoliert (nachgewiesen) , Adsorbens Lôsungsmittel literatur 
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Natürliche Farbstoffe. 
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Natürliche Farbstoffe. 



Gardium tubercula- \ | (unbekannte Po- Ca(OH)2 Benzol I KARRERund Solms- 

tum (Herzmu- | ! lyeno) I seN'(5) 

schel) 
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Natürliche Farbstoffe. 


W 

O 

II 

W 

0 „ 

1 

K 

O 

II 

ffl 

ï « 

0—0 

II 

W , 

w 


w 

l 

O 


r 

w 

ü 

II 

w 

K 

O 

II 


ffi 

-O 


W 

—O 


P* 


M 

O 


8 « 

* 2 

0=0 


g>\S_g> 


Oben: braimrot (472, 443, 423 /xfXy in Ben- 
zin), 

rotviolett (602, 470, 446 
Carotinon, 

gelbrot (478, 448, 420 ///«): ^-Oxy- 
carotin, 

rotviolett (502, 470, 446 /i/i): 

Semi-j5-carotinon, 

gelb (463,425 ///i), 

imten: Filtrat: unverândertes Carotin. 

Man eluiert die Hauptzonen einzehi mit 
methanolhaltigem Benzol, wàscht ans, 
dampft ab und krystallisiert dasjS-Carotinon 
(Ausbeute 110 mg) ans Benzol und Benzin, 
das jS-Oxycarotin (285 mg) aus Benzol + 
Methanol, schlieBlich das Semi-^-carotinon 
(nach nochmaliger Chromatographie 240 mg ) 
aus Methanol um. Vom Filtrat lieBen sich 
500 mg /3-Carotin zurückgewinnen. 

Chromatographische Reinigung bzw. Iso- 
lierung folgender Abbauproduicte des Carotin s 
s. bei Kuhn und Brockmann (14): Anhydro- 
semi - P -carotinon, Bis -anhy dro - p - carotinon , 
^-Carotinon-aldehyd (und sein Oxim), An- 
hydro-azafrinon-amid, Anhydro-azafrinon- 
methylester-oxim, Azafrinon-amid, 3,8-Di- 
methyldecapentaen - 1-al - carbonsâure-methyl- 
ester (auch Oxim und Nitril), 1,6-Dimethyl- 
octatetraen- 1 -al-carbonsàure -methylester (und 
sein Nitril). 

Lycopinal aus Lycopin (Kuhk und 

Grxjndmann 2). 

Eine Losung von 100 mg Farbstoff in 
70 cm^ reinstem Benzol wurde mit 100 cm® 
Eisessig (ûber KMn 04 und dann, 

Tropfen für Tropfen, imter energischem 
Rühren mit 11,2 cm® 0,ln-Chrom8àure ver- 
setzt. Man entmischt mit 2CK) cm® Benzin 


(Siedep. 70 bis 80®) und 0,5 1 doppelt dest. 
Wasser, wàscht die Benzinschicht sàurefrei und schübtelt sie zehn- 
mal mit je 20 cm® 90proz. Methanol. Nach dem wiederholten 
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Waschen wird chromatographiert (1 Teil 
Fasertonerde + 4 Telle AI2O3). Das Lyco- 
pinal C32H42O bleibt vollstàndig hângen. 
Man wàscht mit Benzin nach, eluiert mit 
Chloroform, das 10% abs. Alkohol enthàlt, 
engt rasch auf etwa 1 cm^ ein, fügt 10 cm® 
96proz. Alkohol zu, kocht auf und stellt 
die Flüssigkeit in den Eisschrank. Aus- 
beute 25 — 30% der Théorie. Nach dem 
Umkrystallisieren aus wenig Benzol + abs. 
Alkohol, Schmelzp. 147® (korr., evakuiert). 

Es wurdon Methyl-heptenon (CH3)2C= 
CH(CH2)2 * CO-CHg (als p-Nitrophenylhydra- 
zon) sowie Hentriakontan €341134 ans dem 
Filtrat gewonnen ; das letztere war ein natür- 
licher Begleiter des Roh-lycopins. 

Lycopinal-oxim C32H43ON. 30 mg Lyco- 
pinal in 10 cm® Benzol, dazu 2 cm® einer 
alkoholischen Lôsung von zirka 60 mg freiem 
Hydroxylamin. Nach viertelstündigem Er- 
wàrmen auf dem Wasserbad verdünnt man 
mit Benzin (Siedep. 70 — 80®) auf 1 1, wàscht 
das überschüssige NH2OH mit Wasser weg 
und teilt die Lôsung in der Calciumcarbonat- 
Sàule auf (reinst, gefàllt, Merck), wobei das 
Oxim festgehalten wird. Entwickeln mit Ben- 
zin, Eluieren mit Chloroform + Alkohol 9:1. 
Nach dem Einengen krystallisiert man das 
Pràparat aus 96proz. Alkohol um. Ertrag 
10 mg, Schmelzp. 198® (korr., evakuiert). 

Überführung von Bhodoxanthin CéoHôoO-a 
in Zeaxanthin C40H56O2 (Karreb und 
SoLMSSEN 4) (Strukturformeln teils auf 
S. 26—27). 

Man bereitet zunachst, nach Kuhn und 
Brockmann (9) das Dihydro-rhodoxanthin 
C4QH52O2: 46 mg Farbstoff werden in 10 cm® 
reinstem Pyridin gelôst, mit 3 cm® Eisessig 
versetzt. Man gibt in die 60® warme Lôsung 
0,6 g Zinkstaub, worauf sofort durch ein 
weites Filter abgesogen wird. Der Zusatz 
von 16 cm® Benzin scheidet goldgelbe, glàn- 
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Natürliche Farbstoffe. 
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zende Blattchen ab (Ausbeute 65%), welche, ans Benzol + Methanol 
umkrystaJlisiert, bei 219° schmelzen. 

65 mg Dihydro-rhodoxanthin wurden in 15 cm® Benzol gelôst 
und mit 20 cm® abs. Isopropylalkohol, dann mit 2 g Aluminium- 
isopropylat versetzt, hierauf 24 Stunden gekocht (100-cm®-Rund- 
kolben; hohe Fraktioniersàule mit Drahtspirale ; Temperatur am 
oberen Ende, von wo ein absteigender Kübler ausgeht, hôchstens 
40®; trockener N 2 -Strom), Das überschüssige Isopropylat zersetzt 
man durch Erwàrmen mit 20 cm® lOproz. KOH, treibt den Farb- 
stoff in Ather, wàscht, trocknet, dampft ab. Der Rückstand 
lieferte in Benzol, auf Ca(OH )2 das Chromatogramm : 

Oben: gelborange (510, 480 /i//, in CSg), 
gelb, 

gelb (uneinheitlich), 

unten; gelborange (515, 485 

Die unterste Scheibe, welche die Hauptmenge des Pigments 
enthielt, wurde mit Benzol 4- Methanol eluiert. Man wàscht mit 
Wasser, dampft im Vakuum ein und krystallisiert den Trocken- 
rückstand aus Methylalkohol um. Ausbeute 8 mg Zeaxanthin, 
Schmelzp. 204 — 205® (unkorr.); 518, 483////, in CS 2 . 

5. Naphtochiuon- und Anthrachinonfarbstoffe. 

a) Der in die Chinizarinreihe gehôrende Pilzfarbstoff Boletol 
(aus Boletus satanas oder B. badins) wurde von Kôgl und Deijs 
synthetisch erhalten und von dem begleitenden Isoboletol chro- 
matographisch getrennt, Welches der beiden nachstehenden Sym- 
bole dem natürlichen Boletol und welches dem Isomeren zukommt, 
ist noch ungewifi; jedenfalls bedingt der màfiige Unterschied in 
dem Molekülbau eine namhafte Verschiebung der Adsorptions- 
affinitàt. 

OH O COOH OH O 

HO— 


Boletol und Isoboletol. 

Nachdem die Chinizarin-a-carbonsâure mit Hilfe von Blei- 
tetraacetat zum entsprechenden Dichinon dehydriert wurde, hat 


^\/\/\ 


\/\/\^ 


in O i 


OOH 
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man 100 mg Rohprodukt mit 8 cm® Acetanhydrid und einigen 
Tropfen konz. Schwefelsâure lOMinuten gekocht (Eintritt von 
2 Acetyl- sowie 1 Acetoxy-Gruppe in den Kern) und das Filtrat 
vom Bleisulfat vorsichtig mit Wasser versetzt. Die entstandene 
gelbbraune Fàllung wurde mit 5proz. alkoholischem Kali ^2 Stunde 
am Wasserbad erwàrmt, nach dem Ansâuern ausgeàthert und die 
alkoholische Lôsung des Abdampfrückstandes auf kàuflichem 
AI2O3 (35 X 2 cm) chromatographiert ; Entwickeln nacheinander 
mit AIkohol, Benzol und XyloL 

Oben: breit, rotbraiin: enthàlt Hauptmenge der Boletole, 
gelbbraun: enthâlt wenig Boletole, 
gelbgrün 1 

dunkel blaflgrün > Begleiter. 

iinten : grau j 

Die Elution erfolgt hier jeweils mit Iproz. KOH, worauf man 
die Lôsung ansàuert und ausàthert. Die beiden obereh Fraktionen 
wurden vereinigt, erneut chromatographiert, dann mit AIkohol, 
Aceton und schlieBlich mit 50proz. Aceton nachentwickelt. Es 
entstanden zwei leicht trennbare Ringe, deren Pigmentinhalt wie 
soeben beschrieben sich isolieren lieB. 

b) Auch in der Reihe des Chrysarobins làBt sich die Chromato- 
graphie verwenden. Nach Lederer (Privatmitteilung) erhàlt man 
reine Farbstoffe auf Calciumcarbonat oder Magnesiumoxyd aus 
Benzollôsung verhàltnismàBig leicht, die Pràparate erwiesen sich 
jedoch als Gemische, z. B. von Chrysophanol (Chrysophansàure) 
C15H10O4 mit einem seiner Monomethylàther, welche an den ge- 
nannten Adsor ben tien zunàchst sich nicht trennen lassen. 

Die Farbstoffe der Wandflechte Xanthoria 
parietina sind der Méthode gleichfalls zu- 
gànglich (Hauptfarbstoff Parietin). 

c) Alkannin. Dieses aus Alkanna tinctoria 
gewonnene Naphtochinonderivat ^lelIieOs 
wird von dem Nebenfarbstoff Alkannan 
C19H18O4 (3-Isohexyl-naphtazarin) begleitet, 
das von Brockmann (2) bei der in Benzin auf 
Kieselgur ausgeführten Chromatographie vor- 
gefvmden wurde. Entwickelt man mit Ben- 
zin, 80 bildet sich eine hellrote Zone unterhalb der roten Haupt- 
schicht aus. Man eluiert mit methanolhaltigem Benzin, wieder- 


OH O OH 



(l,8-Dioxy‘3-methyl- 

authrachinon). 
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holt den Adsorptionsversuch, dampft das Eluat ein und 
krystallisiert die Rückstànde aus SOproz. Methylalkohol um. 

Mengenverhàltnis Alkannan : Alkannin = 1 : 1900. 

Nach der katalytischen Hydrierung 
von Alkannin-methylàther mit 2 Hg 
lie B sich das in Benzin geloste Re- 
aktionsprodukt im Wege einer Filtra- 
tion durch die CaC 03 - Saule reinigen, 
wobei Begleiter al s rotviolette Zone 
hàngen bleiben. Die Hauptmenge des 
Farbstoffes wurde dem Filtrat mit 
n-Natron entzogen. Man schüttelt 
diese Lôsimg mehrmals mit Benzol 
durch, treibt nach dem Ansâuern 
(Essigsàure) den Farbstoff durch Wasserzusatz in Benzol, wàscht, 
verdampft im Vakuum zur Trockne und filtriert die Benzinlôsimg 
des Rückstandes durch eine Saule von CaCOg. Der Abdampfrück- 
stand des Filtrats liefert beim Umlosen aus verdünntem Methanol 
rote Trôpfchen, im Eisschrank Nàdelchen, Schmelzp. 50 — 51®. 

Über Dichlor-chinizarincMnon s. bei Criegee. 


CH., CHs 


OH O 

I 11 

/\/\, 


I 


\ 


CH, 


CH 

I 

CHOH 
/ (b) 


OH O (a) 

Alkannin 

(môgUcherwoiae steht CHOH 
bel a und CH 2 bei b). 


CHjOH 


HO- 

HO- 

HO- 


-C—H 

i- 


H 


H 


CH,— C 

I 


CH 


CHa 


CH, 


Lactoflavin (Vitainin B,). 


îIh 


6. Flavine (Lyochrorae). 

Bei der Isolierung von Flavin 
aus pflanzlichen und tierischen 
Organen dienten zur Anreiche- 
rung des Pigments ofters Adsorp- 
tionsmethoden, jedoch nicht in 
der von Tswett vorgeschlagenen 
Form. Als Beispiele seien u. a. 
die Arbeiten von Ellinger und 
Koschara, von Kuhn, Gyôrgy 
und Wagner-Jauregg (1 — 3), 
von Kuhn, Wagner-Jauregg 


und Kaltschmitt (Adsorbens 
Fullererde), von KArrer, Salomon und Schôpp (Bleisulfid, Fran- 
konit), von Karrer und Schôpp (3) angeführt. Die letztge- 
nannten Autoren sowie Euler, Karrer, Adler und Malmberg 
reinigen ihre Pràparate schlieBlich chromatographisch, nach der 
Überführung in die Acetate, welche dann auf einer Aluminiumoxyd- 
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Saule aus Benzol festgehalten werden. Elution mit Methanol + 
Benzol. Zusammenfassend làBt sich sagen, dafî die Flavine ent- 
weder in wàBriger Losung, in nativein Zustand chromatographiert 
werden konnen, oder aber nimmt man eine Acylierung vor und 
arbeitet dann in wasserfreiem Medium. Beide Ausführungsformen 
werden nachfolgend mit Beispielen belegt. 

Isolierung von Tetraacetyl-lactoflavîn aus Heu. 

Kuhn und Kaltschmitt haben die umstàndliche Gewinnung 
des Flavins aus 103 kg Heumehl (kalifornische Luzerne) folgend 
ausgeführt. 

Das mit Hilfe anderer Methoden recht weitgehend vorge- 
reinigte und acetylierte Rohprodukt wurde in trockenes Chloro- 
form getrieben, das 100 mg Farbstoff enthielt. Den braunen Ab- 
dampfrest des Chloroforms lôste man in alkoholfreiem Essigester, 
goB die Flüssigkeit auf eine AI2O3- Saule (standardisiert nach 
Brockmann) und entwickelte das Chromatogramm mit dem er- 
wàhnten Solvent. Die lebhaft gelbe Hauptzone lieB sich mit Essig- 
ester + Methanol (4: 1) eluieren. Man wiederholt mit dem Ab- 
dampfrückstand des Eluates den Adsorptionsversuch und beob- 
achtet als Ergebnis, daB das Pigment in zwei Komponenten zer- 
fàllt. 

Die obéré Scheibe wurde mit Wasser eluiert und das Eluat 
mehrmals mit Essigester durchgeschüttelt, wobei das Wasser viel 
Farbstoff, nâmlich verseiftes Flavinacetat zurückhàlt. Man ver- 
einigt die Essigesterauszüge mit dem aus der unteren Scheibe er- 
haltenen Acetyl-flavin : Dieser untere Farbring wurde mit Essig- 
ester + Methanol (4 : 1) eluiert, die Losung im Vakuum verdampft 
und der hellgelbe Rückstand (30 mg) zweimal aus abs, Alkohol, 
sodann zweimal aus Wasser umkrystallisiert. Der entsprechende 
Bezirk des zweiten Chromatogramms lieferte weitere 17 mg Acetat. 
Gelbe Prismen, Schmelzp. 235® (Zersetzung). 

Nach einem àhnlichen Verfahren lieB sich acetyliertes Lacto- 
f la vin auch aus der SüB wasser- A Cladophora sauteri isolieren: 
Heilbron, Parry und Phipers. 

Noch nicht nâher gekennzeichnete, im Quarzlicht lebhaft fluores- 
zierende Bestandteile von Blàttern wurden von Strain (2) chromato- 
graphisch nachgewiesen (Lôsungsmittel : Petrolâther, Adsorbens; 
Magnesiumoxyd + Siliciumerde). 
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Eine blau fluoreszierende Substanz, deren Zusammenhang mit 
dem Lactoflavin ebenfalls noch unklar ist, haben Euler und Brandt 
(1, 2) aus dem Corpus luteum erhalten. Man extrahiert das Material 
mit Aceton, hierauf mit 70proz. Aceton, dampft die Losung auf Va ein 
und reinigt sie durch Ausschütteln mit Âther, dann mit Chloroform. 
Die Chromatographie wurde aus Wasser auf Frankonit vorgenommen 
und lieferte 4 Schichten. Beim Entwickeln mit schwachem Alkali 
(pH = 9) wandert die blau fluoreszierende Substanz in das gelbe 
Filtrat. 


Synthetische Flavine. 

Kuhn und Weygand (1) haben die bei der S3mithese des 
6f7-DimethyU9-n-amyl~flaviris auf tretenden Nebenprodukte folgend 
ausgeschaltet : Trockenes l,2-Dimethyl-4-amino-5-[n-amyl-amino]- 
benzol wurde in Eisessig gelôst, mit überschüssigem Alloxan ver- 
setzt und einige Minuten gekocht. Nach Verdünnen mit Wasser 
extrahiert man das Fia vin vollkommen mit Chloroform, trocknet 
dann und verdampft den Auszug. Das Rohprodukt wird mit 
Aluminiumoxyd verrieben und das Gemisch in den Oberteil einer 
AI2O3- Saule eingestampft. Beim AufgieBen von Xylol -j- Methanol 
lassen sich die Begleiter rasch auswaschen, wàhrend das Fia vin 
nur langsam abwârts wandert. 

Reinigung von synthetisch bereitetem ôJ-Dimethyl-flavin-O-essig- 
sàure-methylester: Kuhn und Rudy (Chloroform, Aluminiumoxyd - 
Saule, Elution mit Chloroform -f- Methanol 10 : 1). 

Die Flavine (Lyochrome) des Harnes (Koschara 1 — 3). 

a) Darstellung von Uroflavin aus Mânnerharn. Das ,,Uro- 
flavin“, das in den meisten Eigenschaften mit dem Lactoflavin 
übereinstimmt, besteht etwa hàlftig aus Lactoflavin und einem 
0-reicheren Lyochrom. Es wurde aus 5000 1 Ham folgend isoliert: 

Anreicherung. Die Vorschrift für die einleitenden Operationen 
ist S. 144, un ter ,,Uropterin“ abgedruckt, bis zum Absaugen 
der sog. Purinfraktion (1,2 kg). Das Filtrat wird mit 121 einer 
Losung, enthaltend 600 g Bleiacetat und 420 g Bleihydroxyd, ge- 
fàllt. Nach dem Absitzen über Nacht wird abgehebert und der 
Niederschlag genutscht. Man vermengt das Filtrat mit 1,2 1 lOproz. 
Bleizucker und sàttigt mit HgS. Nach dem Absitzen wird ge- 
hebert, das PbS abfiltriert und mit wenig Wasser nachgewaschen. 
Man eluiert es mit insgesamt 50 1 eines heifien Gemisches von 
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Wasser + Pyridin + Eisessig (9 : 1 : 0,2), dampft im Vakuum auf 
8 1 ein, àthert 24 Stunden aus, filtriert von einer geringen Fàllung 
und bringt die wàfîrige Lôsung auf 4,2 1. Diesçs Konzentrat ent- 
hait 700 mg Lyochrome (etwa 100 mg sind abgefallen). 

Die chromatographische Isolierung geschieht in zwei Stufen, auf 
Floridin-Bleicherde XXF. Im ersten Chromatogramm (Flavin 
oben festgehalten) wird zunàchst das Aquoflavin (s. un ter b) mit 
dem Waschwasser abgetrennt und dann das Lyochromgemisch mit 
Methanol + Pyridin + Wasser (3:1:1) eluiert (stark gefàrbte 
Verunreinigungen bleiben in der Erde zurück). Bei einem zweiten 
Chromatogramm entfernt intensives Waschen weitere Begleitfarb- 
stoffe, worauf die Lyochrome mit Methanol + Pyridin -f- Wasser 
abermals entwickelt werden . Nachdem die Hauptmenge des Farb- 
stoffes eluiert worden, krystallisiert aus dieser Fraktion (nach dem 
Einengen) das Uroflavin aus und wird zweimal aus n-Essigsaure 
umgeschieden. Feine Nàdelchen, Ausbeute 220 mg. 

In der Saule verbleiben zwei Farbscheiben (sog. 3. und 4. Flarn- 
lyochrom), die mit 5proz. Pyridin gemeinsam entwickelt und in einem 
weiteren Chromatogramm geschieden werden kônnen. 

Reinigungsversuche, In Wasser konnte chromatographisch ein 
blau fluoreszierender Farbstoff abgetrennt werden, doch sind die 
Ergebnisse noch nicht endgültig. Man verwendet hier am besten 
die grôber disperse Bleicherde XS, da an XXF (anders als bei Roh- 
lôsungen) ein Farbstoff anteil allzu fest haftet und Fraktionierung 
vortâuschen konnte. 

Zusammenfassend làfit sich sagen, daB die Saule die Anwesen- 
heit von vier Farbstoff en verraten hat: 

Oben: ,,drittes“ Harnlyochrom 1 
,,viertes“ Harnlyochrom j 

Uroflavin (Gemisch; 95% der G esamt lyochrome), 

imten; Aquoflavin, schon mit Wasser auswaschbar. 

b) Aquoflavin und Lumi-aquoflavin (Koschara 2). Das 
Aquoflavin wird, wie erwàhnt, mit Wasser von der Bleicherde ab* 
gelost. Man engt ein, versetzt mit Vol* 2n-Schwefelsàure und 
adsorbiert nochmals. Waschen mit Wasser entfernt zuerst Be- 
gleiter und entwickelt dann langsam die gelbrot fluoreszierende 
Aquoflavinzone. Braune Farbstoffe bleiben im Adsorbens zurück. 

10 cm^ Aquoflavinlôsung (1,3 mg Farbstoff) wurden mit 2 cm^ 
2n-NaOH versetzt imd in einer Petrischale auf weiBem Grund mit 
der 76-Watt-Metallfadenlampe bestrahlt (Abstand 10 cm, Dauer 
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55 Minuten). Man gibt 4 cm^ der Schwefelsàure zu, schüttelt mit 
Ohloroform aus, befreit die wàÛrige Losung im Vakuum von CHCI 3 - 
Resten und chromatographiert sie auf Bleicherde XXF (2,8 X 
X 2 cm). Das Lumi-aquojlavin wird ganz oben fixiert imd lâBt 
sich, im Gegensatz zum Aquoflavin, mit Wasser nicht entwickeln. 
Elution mit 5proz. wàBrigem Pyridin. 

c) Quantitative Bestimmung der Flavine (Lyochrome) im Harn 
{Koschara 3). 

250 cm^ Harn werden unter Zusatz von Octylalkohol im Va- 
kuiim auf 50 cm^ eingeengt, mit 0,5 cm^ konz. HCl versetzt und 
(ohne Rücksicht auf eine Fàllung) chromatographiert (4x2 cm 
Bleicherde XS, mit Sàure vorbehandelt). Man wàscht die Saule 
mit 20 cm^ 0,ln-HCl, eluiert mit Wasser -f- Pyridin -f- Eisessig 
(9 : 1 : 0,2), bis das Filtrat farblos abtropft, welches im Vakuum, 
zum Schluû unter Zusatz von Bariumcarbonat, eingeengt wird. 
Nun wird filtriert und die Losung (20 cm^) mit 5 Tropfen Eisessig 
angesàuert. Man kühlt in Eis, setzt 6 Tropfen kaltgesàttigtes Per 
manganat zu und zerstort den PermanganatüberschuB 1 Minute 
spàter mit 1 Tropfen 3proz. H 2 O 2 . 

Nach dieser Bleiche gibt sich das Lyochrom durch grüne 
Fluorescenz im Quarzlicht zu erkennen. (Fluoresziert die Losung 
rein blau, so ist eine weitere Reinigung zwecklos, da dann der 
Flavingehalt unter 10 y-% liegt.) Nun folgt wieder eine Adsorption 
an Bleicherde XS (2 cm hoch). Man wàscht mit Wasser, trennt 
mit 2proz. wàBrigem Pyridin einen blau fluoreszierenden Anteil ab, 
eluiert die Flavine mit Methanol + Pyridin + Wasser (3:1:1) 
und kontrolliert die Vollstàndigkeit der Elution mit Pyridin 4 - 
Essigsàure-Gemischen. SchlieBlich engt man das Eluat auf 5 cm^ 
ein und miût es im Stufenphotometer. 

Das Verfahren ist auch auf andere Flüssigkeiten anwendbar. — 
Bestimmung in Harn-Konzentraten (4,2 1 aus 5000 1) s. im Original. 


7. Pterine. 

Die Pterine bilden eine besondere, u. a. in den Insekten weit 
verbreitete Farbstoffgruppe, deren Vertreter, im Hinblick auf den 
hohen Stickstoffgehalt, eine pyrimidin- oder purinartige Struktur 
besitzen werden (Définition und Nomenklatur : Schôpf \md 
Becker). Die nachstehenden Angaben über die Chromato- 



Pterine. 


139 


graphie von Insekten-, namentlich von Schmetterlingpterinen 
stammen ans der neuen, umfangreichen Arbeit von Schôpf und 
Becker sowie von Becker und Schôpf. Die chromatographische 
Isolierung von Urpterin aus Menschenharn wird nach Ko- 
SCHARA (5) auf S. 143 beschrieben. 

Das Adsorptionsverhalten der wichtigsten Pterintypen (wahr- 
scheinlich Gemische) gibt das folgende Bild: 

Erythropterin wird aus sehr verdünntem, wàBrigem oder me- 
thanolischem HCl (n/250) viel besser adsorbiert als Xanthopterin 
CigHigOgNig und bleibt als schmaleZone hàngen, wàhrend das Xan- 
thopterin aus wàBrigem HCl nur sehr schwach, aus methanolischem 
etwas stàrker festgehalten wird. Man kann (vorteilhàft im Mikro- 
adsorptionsrohr, S. 57) Xanthopterinpràparate in wàBriger Salz- 
sàure auf Erythropterin, sowie Erythropterin in methanolischem 
HCl auf Xanthopterin prüfen (AlgOg). Im ersteren Fall bleibt 
das Erythropterin oben hàngen (rote Farbe, im Quarzlicht dunkel- 
samtbraun leuchtend), im zweiten Fall erblickt man unterhalb des 
roten Erythropterins das Xanthopterin als schmale, gelbe Zone 
( Fluor escenz gelbgrün). Adsorbiert man aus schwach saurer 
Lôsung, so werden im AlgOg beide Farbstoffe allmàhlich zerstôrt: 
der Xanthopterinring wird beim Entwickeln mit wàBrigem oder 
methanolischem HCl immer schwàcher und verschwindet schlieB- 
lich; das Durchwandernde zeigt blaue Fluorescenz. 

Betreffend Erythropterin und Xanthopterin seien noch die fol- 
genden Einzelheiten der erwàhnten Arbeit von Schôpf und Becker 
entnommen. 

An AlgOg und Floridin XXF wurde Erythropterin aus stark ver- 
dünnten Lôsungen in n/250 — ^n/500-HCl, an Frankonit aus Essig- 
sàure + Natriumacetat adsorbiert; man eluiert aus Aluminiumoxyd 
mit Ojôn-NHg, sonst mit 4proz. Pyridinwasser. Auf Frankonit KL 
zeigt Erythropterin in Essigsàure -f Natriumacetat scheinbare Hetero- 
genitàt, welches vielleicht von der Uneinheitlichkeit des Adsorp- 
tionsmittels hervorgerufen wird. 

Xanthopterin. Aus wàBriger Lôsung wird es bei neutraler oder 
schwach saurer Reaktion von AlgOj, Frankonit KL oder Floridin XXF 
gebunden; bei etwas stàrkerer Aciditàt wandert es rasch durch das 
Aluminiumoxyd. Von gereinigtem Floridin (S. 43) wird das Xantho- 
pterin wie Erythropterin aus n/250 — n/500-HCl aufgenommen. 
Frankonit KL bindet es aus essigsauren oder neutralen Medien zu 
einem sehr konzentrierten Adsorbat an der oberen Flàche der Saule. 
Nach dem Waschen mit Wasser eluiert es 0,5 n-NHg glatt. — Ad- 
sorption aus absolut -methanolischer Lôsung: Auf Aluminiumoxyd 
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wird Xanthopterin aus seiner Lôsung in 0,01proz. methanolischem 
Chlorwasserstoff gut festgehalten, es blafit jedoch in einer hohen 
Saule beim lange fortgesetzten Entwickeln allmàhlich aus. An Barium- 
sulfat wird Xanthopterin aus methanolischem Pyridin, in Gegensatz 
zu Erythropterin, nicht fixiert. 

Das CJirysopterin wird von Aluminiumoxyd aus n/250- Salz- 
sàure (in der es, wie in 0,5 n-Essigsàure, violettblau fluoresziert) 
stàrker festgehalten als Xanthopterin, und zwar mit gelbgrüner 
Fluorescenz. Bei der Adsorption aus methanolischem HCl besteht 
kein so charakteristischer Unterschied. Das farblose und nicht 
fluoreszierende Guanopterin làBt sich, wie Xanthopterin, aus 
schwach saurer, verdünnt-wâÛriger Lôsung auf Frankonit KL fest- 
halten und wird von 0,5 n-Ammoniak eluiert. 

(Weitere zahlreiche Einzelheiten betreffend Adsorptions- 
verhalten s. im Original.) 

Darstellung von Roh-xanthopterin aus Appias nero (eine 
Pieride aus Java). Die Flügel von 2000 Tieren (32,2 g) wurden 
mit Âther entfettet, mit Alkohol vorbehandelt, mit Ammoniak 
ausgezogen und die Lôsungen mit Salzsàure fraktioniert (Nâheres 
im Original). Ein Teil des Farbstoffes gelangte in salzsaure Mutter- 
laugen (5 1) und liefi sich adsorptionsanalytisch weiter verarbeiten : 

Die Lôsung wurde mit gesàttigtem Natriumacetat vorsichtig 
so weit abgestumpft, daB die Reaktion gegen Kongopapier etwa 
einer n/300- Salzsàure entsprach, dann ohne Filtration dur ch eine 
20-mm-Schicht von Al^O^ (puriss. Merck) gesaugt (Jenaer Glas- 
Büchner-Trichter mit Schlitzsieb „S 70“). Man spült mit wenig 
Wasser nach. Oben sitzt ein dunkelrotvioletter Belag (1 mm), 
darunter eine stark rotbraune Zone (Erythropterin); der Rest 
des Adsorptionsmittels war schwach rosa gefàrbt. 

Die durchlaufende, honiggelbe Xanthopterinlôsung trübte sich 
nach 24 Stunden bràunlich und wurde durch 10 mm AlgOg ge- 
saugt. Man verwarf das braune Adsorbat und schickte das mit 
25 cm® gesàttigtem Natriumacetat vôllig ab^estumpfte Filtrat ein 
drittes Mal durch das Oxyd (10 mm). Das kràftig gelbe Filtrat 
fluoreszierte jetzt im Uviollicht gelbgrün und schied bald eine 
zitronengelbe Trübung ab. Es wurde nun auf eine 10-mm-Fran- 
konit’KLS&ule gegossen, wo der Farbstoff sich festhielt (5 mm 
hoch ; Filtrat verworfen). 

Man ràumt die tiefgelbe Schicht ab, wàscht sie in der Zentri- 
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fuge einmal mit Wasser, eluiert dreimal mit je 100 und fünfmal 
mit je 50 cm® 0,5 n-NHg. Die sehr trübe, schmutziggelbe Lôsung 
saugt man durch 5 mm festgestampfte Asbestwolle (Glas-Btichner- 
Trichter ,,S55“), welche grauviolette Stoffe zurückhàlt, und fàllt 
die klare, goldgelbe Lôsung mit Eisessig. Der Niederschlag wurde 
zentrifugiert, zweimal mit Wasser gewaschen und je sechsmal mit 
100 cm® bzw. mit 50 cm® 0,25 n-HCI ausgezogen. Beim Ab- 
stumpfen mit gesàttigtem Natriumacetat erhâlt man aus den 
einzelnen Extrakten hell goldgelbe Fàllungen des rohen Xan- 
thopterins, welche gemeinsam zentrifugiert und mit Wasser bis 
zu Beginn der kolloidalen Auf lôsung gewaschen werden (1,3 g). 

Mikro-chromatographîe von Pterinen. 

Diese Methodik wurde von Becker und Schôpf ausgearbeitet, 
unter Verwendung des S. 57 wiedergegebenen Mikro-adsorptions- 
rohres (Abb, 21). Einschlâgige Erfahrungen werden auch auf 
anderen Gebieten verwertbar sein. Die Substanzmengen, mit 
welchen man hier arbeitet, liegen in einer GrôBenordnung, hinunter 
bis zu wenigen y. Die nachstehenden Vorschriften beziehen sich 
zunàchst auf reine Pterinlôsungen und behandeln dann Insekten- 
rohextrakte (weitere Beispiele im Original). 

Xantho^terin. Aus einer Lôsung von Xanthopterin in 0,01proz. 
methanolischer Salzsàure wird der Farbstoff auf Aluminiumoxyd 
als scharfe, gelbe Zone festgehalten. Die Probe gelingt auch dann, 
wenn das Xanthopterin nur als geringfügige Komponente eines 
Stoffgemisches vorliegt. Im ultra violetten Licht beobachtet man 
eine lebhaft gelbgrüne Fluorescenz. Es ist wichtig, den Farbstoff 
nicht weiter zu entwickeln, als bis er das 3-^fache der Zonenhôhe 
durchwandert, da sonst Zersetzung eintritt. Wird dies durch Ein- 
schrànkung des Lôsungsmittels vermieden, so làfit sich auf Grand 
der Hôhe auch die Menge des Xanthopterins abschàtzen. Er- 
fassungsgrenze 1 y. Der letztere Farbstoff ist neben Erythropte- 
rin sehr gut nachweisbar, das von AlgOg kràftiger adsorbiert wird, 
Aus der ersten und dritten Spalte von Tabelle 16 (S 142) ist 
ersichtlich, daB annàhernde Proportionalitàt zwischen der Xan- 
thopterinmenge und der Scheibenhôhe besteht. Eine Ent- 
wicklung wurde hier nicht durchgef ührt ; Gesamtvolumen der 
Lôsung: je 5 cm®. 
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Tabelle 16. Annahernde Bestimmung des Xanthopterins im 
(lemisch mit Ery thropterin (Mikro -adsorptionsrohr, 
Ahiminiiimoxyd). 


5 cm® OjOlproz. 
Salzsaure 

methanollsciie 

enthielteu 

Hohe der 
Xanthopterin- 

Aussehcn des Chromatogramms 

Xanthopterin 

(7) 

Erythropterin 

1 (7) 

zone 

(mm) 

0 

40 



Breite, orangerote Zone. 

5 

0 

2 

\ Xanthopterinband (gelb) 

10 

0 

4 

1 im Quarzlicht gelbgrün. 

0,4 

40 

0,2 

Oben rot, darunter gelb (nur 
im Uviollicht crkennbar). 

2 

40 

fast 1 

Dasselbe. 

40 

2 

15 

j Über dem Xanthopterin 
/ orangerotes Erythropterin. 

40 

4 

15 

) Dasselbe. 


Aus wafiriger n/250- Salzsàure wird das Xanthopterin von 
Aliiminiumoxyd schwàcher adsorbiert als aus methylalkoholischem 
HCl. Man erhàlt bei Anwesenheit von 0,5 — 1 y in 0,5 — 1 cm^ breite 
Adsorbate, die im Tageslicht unsichtbar sind, aber unter der 
Quarziampe hell gelbgrün aufleuchten. Ist die Pigmentmenge 
etwas groÜer, so fluoresziert fast die ganze Saule. Steht noch mehr 
Rohfarbstoff zur Verfügung, so kann man àhnlich verfahren wie 
Koschara (4, 5) bei der Isolierung des Uropterins (Adsorption aus 
Pufferlosung an Frankonit, waschen, mit Puf fer eluieren usw., 
vgl. S. 143). 

Im Aliiminiumoxyd wâre eine Verwechslung mit Lactoflavin 
môglich, doch unterscheidet hier die Fluorescenz des Adsorbates. 
Lactoflavin: warmer, fast orangegelber Farbton, Xanthopterin: kalt- 
golblichgrüne Nuance. 

Ery thropterin. Zum mikrochemischen Nachweis dieses roten 
Farbstoffes sind n/250- Salzsàure und Al20^ geeignet, da nur aus 
wàBriger Lôsung eine scharfe Zone sich ausbildet, welche mit der 
erwàhnten Sàure als Ganzes abgetrennt werden kann. Farbe des 
Adsorbats schôn orangerot. Ultra viole ttfluorescenz samtbraun. 
Erfassungsgrenze : 6 y Erythropterin in 5 cm^ Lôsung; man 
erhàlt dann eine weniger als 1mm hohe Schicht im Mikro- 
adsorptionsrohr . 
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Mikro-chromatographischer Nachweis von Pterinen in Insekten* 

Nach Becker und Schôpf wird das Pigment zweimal mit 
0,5 n- und eventuell noch einmal mit 2 n-Ammoniak kalt ausge- 
zogen. Man zentrifugiert die vereinigten Extrakte klar, dunstet 
sie über Âtzkali und Schwefelsàure im Exsiccator ein und unter- 
sucht den Rückstand. 

Gonepteryx rhamni (Zitronenfalter). 20 Discoidalflecke von den 
Flügeln von 5 Mànnchen wurden mit dem Korkbohrer ausge- 
stochen und wie oben behandelt. Man nimmt das Material mit 
1 cm^ n/250- wàBriger Salzsàure auf, saugt es im Mikrorohr auf 
AI2O3 und wàscht mit 0,75 cm^ der Sàure nach. Chromatogramm : 

3 grau (Venmreinigungen), 

1.5 orangerot: Erythropterin (im Uviollicht braune Fluorescenz), 

4 fast farblos, im Uviollicht blau (Zersetzungsprodukt), 

bis an das untere Ende fast weiB, gelbgrün leuchtend : Xanthopterin. 

Beim Weibchen sah das Bild etwas anders aus. 

Ves'pa crabro. Die Abdominal-integumente (25 mg) wurden 
zweimal mit je 1 cm^ 0,5 n-NHg ausgezogen und der durch Ein- 
dunsten gewonnene Rückstand mit 1 cm^ 0,01 proz. methanoli- 
schem HCl verrieben. Man filtriert die vorsichtig abgehobene 
Lôsung im STRZYZOWSKI-Trichter durch Watte und chromato- 
graphiert sie auf AI 2 O 3 : 5 mm unter der Oberflâche erschien eine 
7-mm-Xanthopterinzone (gelb, im Quarzlicht hell gelbgrün fluores- 
zierend). Wiederholt man die Behandlung des eingangs erwàhnten 
Rückstandes mit n/250- wàBriger Salzsàure, so liefert dieser Auszug 
das folgende Bild: 

grau (Verunreinigungen), 

2.5 blaue Fluorescenz: Zersetzungsprodukte des adsorbierten 
Xanthopterins, 

den Rest der Sàule bedeckend: Xanthopterin, leuchtet hellgrün. 

Weitere Beispiele im Original. 

Isolierung von Uropterin aus Menschenharn. 

Dieser gelbe Farbstoff, der dem Xanthopterin des Zitronen- 
falters (Gonepteryx rhamni) nahesteht, positive Murexidprobe gibt 
und im Harn in einer Verdünnung von 1 : lOOOCKX) vorkommt, ist 
dort von Koschara (5) entdeckt und isoliert worden. Die Arbeit 
bietet ein schônes Beispiel für das Zusammenwirken von Fluorés- 
cenzbeobachtung und Adsorptionsanalyse. 
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Anreicherung vor der fihromatographie. Es wurden tâglich 2001 
Ham in 3 1 25proz. HCl aufgefangen. Zunâchst hat man 10 Min. lang 
mit 4 kg Bleicherde XXF verrührt, abgehebert und das Sédiment 
abgesaugt, das (ohne Waschen) mit 10 — 161 20proz. wâBriger Pyridin- 
losung eluiert wurde. Nach dem Einengen der Eluate ans 5000 1 
Harn, im Vakuum, auf 60 1, wurden folgende Operationen vorge- 
nommen: Fâllung absaugen (Purinfraktion — 1,2 kg), je 50 g dieser 
trockenen Fraktion mit 500 cm® n-NaOH 1 Stunde schütteln, Un- 
gelôstes abzentrifugieren und die Behandlung wiederholen. Alkalische 
Lôsung einlaufen lassen in 1 1 doppeltnormale kochende HCl; auf 
60 — 70® halten, bis der tiefgefârbte, amorphe Niederschlag durch- 
krystallisiert ist (2 — 3 Minuten). Nach dem Kühlen das braune 
Krystallmehl (30 g Harnsâure) absaugen, das Filtrat (Xanthinbasen) 
mit 170 g Bleicherde verrühren ; abnutschen, die Bleicherde sâurefrei 
waschen, mit 1,21 5proz. Pyridin eluieren und das Eluat auf 0,41 
einengen. Man versetzt mit 60 cm® konz. NH 3 imd 20 g NH 4 CI (Ge- 
samtvolumen 550 cm®), verrührt mit 30 cm® 5proz. AgNOg-Lôsung, 
zentrifugiert den Niederschlag (Xanthinbasen) ab und fallt die 
Mutterlaugo orneuert mit 240 cm® Silbernitrat. Die letztere Fallung, 
die den Farbstoff enthalt, wird auf der Zentrifuge (ohne Waschen) 
mit n-HCl verrührt, wodurch der Farbstoff sich lôst. Man versetzt 
die Lôsung mit Bleicherde, wascht die letztere sâurefrei, eluiert sie 
mit Pyridin, entfernt dasselbe im Vakuum und nimmt die pyridin- 
freie Farbstofflôsung in 500 cm® Phosphatpuffor auf (pn 7,6). 

Adsorptionsanalyse. 90 g Frankonit KL werden mit 250 cm® 
Phosphatpuffer (pn 7,6) verrührt. Man gieBt den Schlamm auf 
eine Nutsche (Durchmesser 12,3 cm), bei ganz schwachem Saugen 
(zwischen Ansetzen des Schlammes und dem AufgieBen: min- 
destens 1 Stunde). Es wird sehr vorsichtig gesaugt und nach Aus- 
bildung der Kolonne die Lôsung des Farbstoffes in dem Phosphat- 
puffer (500 cm®) aufgegossen. Man saugt anfangs mit einem Unter- 
druck von 5 cm Wassersâule, welcher allmàhlich auf 30 cm ge- 
steigert wird. Spàter kann hôheres Vakuum angeschlossen werden. 
Nach dem Durchlaufen der Farbstofflôsung wird mit 250 cm® 
Phosphatpuffer (pn 7,6) und folgend mit 800 cm® sek. Natrium- 
phosphat (7i6-molar; pn 8,3) ge waschen. Dadurch wird nur wenig 
Begleitstoff entfernt, doch ist das intensive Waschen nôtig, da 
die Saule nur so zur Entwicklung vorbereitet wird. 

Man eluiert mit Boratpuffer (Ph9,2): nach zirka 300 cm® 
Puf fer erscheint im Filtrat der erste Farbstoff. Die Abgrenzung 
der Uropterinfraktion (im allgemeinen 200 cm®) von nachfolgenden 
Farbstoffen ist schwierig. Sie ist gegenüber den letzteren stets 
ausgezeichnet durch ihre grôBere Leuchtkraft im Tageslicht imd 
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durch Stàrke der Rotfluorescenz un ter der Quarzlampe. Beim 
Stehen über Nacht, in Eis krystallisieren gelbe Warzen (30 mg): 
ein Salz mit einem Bestandteil der Bleicherde. 

Es wird mit Lauge extrahiert, auf n-NHg gebracht und — ebenso 
wie die Mutter lauge — aus ammoniakalischer Lôsung mit AgNOg 
gefâllt. Silbersalz einmal mit n-NHg, einmal mit Wasser waschen, mit 
10 cm® n-HCl zerlegen, zentrifugieren und filtrieren; AgCl mit 5 cm® 
HCl nachwaschen. Man kühlt die salzsaure Losung in Eis, stumpft sie 
mit gesiittigtem Natriumacetat ab und zentrifugiert die amorphe, 
rotgelbe Fallung nach 1 Stunde. Dreimaliges Waschen mit 5 cm® 
Eis wasser. Von dem amorphen Farbstoff (40 mg) wurden 7,5 mg in 
10 cm® n-NHg gelôst, mit 10 cm® n-Essigsâiire versetzt, gekocht, 
filtriert. Im Filtrat erschienen rotgelbe Krystallkugeln und beim 
Stehen eine grime Krystallhaut : zusammen 3,8 mg. 


8. Anthocyane. 

Die Chromatographie von Anthocyanen wurde bereits von 
Tswett (9; 1, dort S. 229) versucht, jedoch wieder aufgegeben, 
Cl Cl 


C-O . (C,H„0,) 


C-0 . (C,H„0,) 


(CgDjjOij) . Ô 


(C.H^Oj) . O 


Cyaiiinchlorid. 


Paeoninchlorid. 


weil diese Farbstoffe in Benzin, Schwefelkohlenstoff usw. unlos- 
lich sind. Die neuesten Arbeiten von Karrer und Strong (1) 
bzw. von Karrer und Weber 
haben dann an zwei Beispielen ge- 

zeigt, daB man diese Schwierig- q DH 

keit umgehen kann. / ( 3 ')\ 

Karrer und Strong (1) neh- | 

men die Bearbeitung in wàBriger i C — OH ! 

Lôsung vor, auf einer Aluminium- \/\/ 

oxyd-Kolonne, die mit Leitungs- 

wasser nach RiJGGLI und JeNSEN Delphinidinchlorid. 

(1) schwach aktiviert ist. Es sei 

bemerkt, daB auch ein homogènes Anthocyan in rote, blaue, 
eventuell blaugrüne Zonen zerf allen kann, da das basisch wir- 
Zechmeister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 10 
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kende Adsorptionsmittel einen Teil des Oxoniumsalzes umsetzt. 
un ter Bildung von Carbinolbase und Phenolbetain. Das Auf- 
teilen der Saule führt dann nicht zu verschiedenen Pigment- 
arten. 

Aus der Untersuchung von Karrer und Weber folgt, daB der 
Farbstoff der schwarzen Malve, das sog. ,,Althaein“, uneinheitlich 
ist, nàmlich ein Gemisch von Monoglucosiden des Delphinidin- 
3',5'-dimethylàthers (Syringidin), des Delphinidin-3'-monomethyl- 
àthers und des Delphinidins. Das erstgenannte Glucosid erwies 
sich mit dem Weinfarbstoff Oenin als identisch. Die chromato- 
graphisch gewonnenen Fraktionen wurden über die Pikrate weiter 
gereinigt. 

a) Trennung von Cyanin- und Paeoninchlorid. Bekanntlich ist 
Paeonin ein Methylàther des Cyanins und zeigt erheblich geringere 
Adsorbierbarkeit als der Farbstoff mit drei freien Hydroxylen. 
Ein aus der rotblühenden Paeonie bereitetes robes Paeoninchlorid 
wurde auf nachstehendem Wege von etwas begleitendem Cyanin - 
clilorid befreit und so in ausgezeichnetem Reinheitsgrad erhalten. 
Die Farbe des von den genannten Forscliern gewonnenen End- 
produktes schlàgt in verdünntem Alkohol auf Zusatz von Ferri- 
chlorid nicht in Violett iim ; diese Reaktion der, bisher ohne Chro- 
matographie bereiteten Paeoninprâparate ist also auf beigemischtes 
Cyanin zurückzuführen. 

Die Lôsung von 1,5 g Rohpaeonin in 200 cm^ warmem Wasser 
wurde auf aktiviertem AlgOg ad sorbier t und mit Wasser ent- 
wickelt. Oben: purpurfarbige Scheibe, darunter: hellblau; ein 
betràchtlicher Farbstoffanteil (Paeoninchlorid) ging durch die 
Saule, als man mit Wasser nachwusch, was bis zur Farblosigkeit 
des Filtrats fortzusetzen ist. Der oberste Anthocyanring wurde mit 
etwas HCl-haltigem, warmem Wasser 10 — 12mal (noch unvoll- 
kommen) eluiert und das Eluat im Vakuum auf zirka 20 cm^ ge- 
bracht. Den dabei ausgeschiedenen, flockigen Farbstoff hat man 
mit Wasser, Aceton und Ather nachgewaschen, wieder in Wasser 
gelost und nochmals chromatographiert ; das Bild war das be- 
schriebene. Die bei dem Konzentrieren des Eluates der obersten 
Zone erhaltene Farbstoff-Fàllung wurde 10 — 15 Sekunden mit 
20 cm^ 0,5 n-HCl aufgekocht, wobei Lôsung eintrat. Nach rascher 
Filtration erschienen bei 0® Krystalle, die aber noch etwas methoxyl- 
haltig waren und deshalb zum dritten Male chromatographiert 
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wurden. Die schlieBlich gewonnenen Krystalle ( 1 10 mg ) gingen beim 
Erwàrmen mit 0,5 n-Salzsàure nur zum kleineren Teil in Lôsung; 
der Rest wurde mit 10 cm® Wasser aufgekocht iind das Filtrat 
mit 0,6 cm® konz. Salzsàure versetzt. Im Eisschrank krystalli- 
sierten 76 mg reines, methoxylfreies Cyaninchlorid ans. 

Zur Isolierung des Paeoninchlorids wurden die wâhrend des 
ersten und zweiten Adsorptionsversuches durch die Kolonne ge- 
laufenen Filtra te gemeinsam im Vakuum bei 30® auf 20 cm® ein- 
geengt. Man filtriert den entstandenen krystallisierten Nieder- 
schlag ab und scheidet ihn ans 50 cm® 0,5 n-Salzsàure unter kurzem 
Aufkochen um. Nach dem Waschen mit Wasser, Aceton und 
Âther wird das Pràparat an der Luft getrocknet. Feine, rote 
Nadeln, Ausbeute 0,55 g. 

b) Aufteilimg des „Altliaems^^ Eine wàBrige Losung von 2 g 
Althaeinclilorid wurde durch 80 cm wasserhaltigen Gips gesaugt. 
Eine Pigmentfraktion blieb oben hàngen, die andere lief beim 
Nachspülen durch. Die letztere Losung wurde im Vakuum bei 
30® stark eingeengt (Fraktion I). 

Der fixierte Farbstoffanteil konnte mit sehr verdünnter, 
w armer Salzsàure eluiert werden. Nach dem Abstumpfen des 
Sàureüberschusses und Konzentrieren im Vakuum wurde noch- 
rnals auf Gips chromatographiert. Nun erfolgte eine Scheidung in 
zwei deutlich verschiedenfarbige Zonen, die im hôchsten Bezirk 
der Sàule unmittelbar aufeinander folgten (oben: II., darunter: 
III. Fraktion). In das Filtrat gelangte jetzt nichts. Elution wie 
angegeben; die Eluate werden im Vakuum bei 30® stark kon- 
zentriert. 

Die drei so gewonnenen Farbstofflosungen wurden mit wàBriger 
Pikrinsàure gefàllt und die Pikrate mehrmals aus kochendem 
Wasser umkrystallisiert. Sie gaben beim Losen in 2proz. metha- 
nolischer Salzsàure und Fàllen mit Âther krystallisierte Antho- 
cyanchloride zurück. 

Fraktion I erwies sich als das analysenreine Monoglucosid eines 
Delphinidin-dimethylàthers und wurde mit Oenin identifiziert 
(11,5% OCHg). Sie lost sich im Wasser mit roter Farbe und gibt 
keinen Farbumschlag mit Ferrichlorid. 

Die Fraktionen II und III waren noch nicht ganz einheitlich, 
sie scheinen ein Monoglucosid des Delphinidin-S' -methylàthers zu 
sein, mit einer Beimengung von Delphinidin-glucosid, wodurch die 

10 * 
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Methoxylzahl herabgedrückt wird (gefunden 5 — 6 % OCH 3 ). Ferri- 
chloridprobe positiv. 

Anhang. Kurzo Angabo über die Trenmmg von Flavanon-Ah- 
kômmlingen: Fujise und Nagasaki. 


Weinfarbstoffe. Nachweis von Verfâlschungen. 


Die nachfolgend referierte Arbeit von Mohler und Hâm- 
MERLE (1,2) zeigt deutlich, daô der Chromatographie aiich auf 
dem Gebiet der Nahrungs- und GenufJmittel mannigfaltige An- 
wendungen bevorstehen. 

Die Versuche wurden in den Apparaten Abb. 13, S. 53, auf 
Aluminiumoxyd (nach Brockmann) ausgeführt. Man stellt vorher 

den Wein durch Zusatz von abs. Alkohol 


- -/}e//es Weinrof (Zone 1) 
-efwas dunklenes Weinrof (Z. 2) 
(P -grünlichblauer Saum (Zones) 

Abb. 27. Chromatogramni 
einea Rotweinos. 


auf einen 50proz. Spritgehalt^ein (z. B. 
40 cm^ Wein -j- 35 cm^ Alkohol). Die 
Saule wird vor dem Versuch mit 50proz. 
Alkohol unter Saugen durchtrànkt; die 
Entwicklung geschieht mit demselben 
Lôsungsmittel (20 cm^). Ein un ver- 


fàlschter Rotwein lieferte das in Abb. 27 


wiedergegebene Chromatogramm, dessen Zone 3 durch die 
alkalische Wirkung des Adsorbens hervorgerufen wurde; das 
Filtrat zeigte àuBerst schwache Blaufàrbung. Die Zonen 1 und 2 
wurden gemeinsam, mit Hilfe einer 2proz. Weinsàurelôsung in 
50proz. Alkohol fünfmal eluiert und der colorimetrischen sowie 
der spektrophotometrischen Messung unterzogen. 

Der Nachweis von zugesetztem Teerfarbstoff (Bordeauxrot) ge- 
lingt in einem analog geleiteten Versuch, wobei das fremde Pigment 
durch die Saule geht und im Filtrat quantitativ bestimmt werden 
kann. Eine besondere Voraussetzung hierfür ist der richtige 
Gesamtsàuregehalt des Weines (berechnet als ,,Weinsàure“), 
welcher entsprechend einzustellen ist. Betràgt z. B. die Konzen- 
tration des zugesetzten Bordeauxrots 0,025®/oo, so darf die Wein- 
sàure-Konzentration nicht unter 5 ®/qo liegen, da sonst auch der 
Teerfarbstoff mit adsorbiert wird und eine Lage unterhalb der 
natürlichen Pigmente einnimmt. Auch von der Gerbsàure wird 
das Verhalten beeinflufit (Tabelle 17, S. 149). 

In einem Falle konnte der Zusatz von Wei^wein zum Rotwein, 



Pilzfarbstoffe. 


149 


welcher mit Hilfe eines Teerfarbstoffes überdeckt war, chromato- 
graphisch erwiesen werden, nàmljch durch die abnormal niedrigen 
Farbstàrken der Zonen 1 und 2, nachdem das Kunstprodukt in 
das Filtrat gegangen ist. 


Tabelle 17. Chromatographisches Verhalten von Bordeaux- 
rot in ôOproz. alkoholischer Lôsung, in Gegenwart von 
Weinsàure und Tannin. 


Gehalt der Lôsung 

an 

Ergebnls 

Weinsàure ®/oo 

Tannin ®/oo 

Farbstoff ®/oo 

5 

5 

0 

1 

0,026 

0,025 

Keino Adsorption. 

Nur Tannin wird fixiert. 


2,5 

0,025 1 


Farbstoff und Tannin grôB- 

5 


tenteils adsorbiert; nur der 

5 

10 

4 

4 

0,025 i 
0,025 


erstero mit 50proz. Alkobol 
eluierbar. 



1 

1 

Farbstoff und Tannin adsor- 

10 

4 

0,050 j 

l 

biert; Farbstoff mit 50proz. 




\ 

Alkobol kaum eluierbar. 


9. Sonstige natürliche Farbstoft'e. 

(Indirubin und Indigo 8. S. 187.) 

Pilzfarbstoffe. 

Ans dem echten Reizker (Wacholder-Milchling, Lactarius de- 
liciosus) bat Willstaedt (6, 7) auf chromatographischem Wege 
zwei Pigmentkomponenten gewonnen. Der Hauptfarbstoff ist 
das LactarO’Violin C15H14O; femer wurde ein flüssiger Kohlen- 
wasserstoff, nàmlich ein blaues Azulen herausgearbeitet, 

das, im Wege einer Al 203 -Chromatographie, auch ans Kamillenôl 
(inPetrolàther) erhalten werden kann („Chamazulen“). Das letzt- 
genannte Pigment bat sicb wobl erst im Verlaufe der Bearbeitung 
des Pilzes an der Luft gebildet. 

Lactaro-violin, 3 kg Pilze werden zerrieben, 1 Tag in 2 1 Al- 
kobol steben gelassen, durcb ein Tucb filtriert und gepreBt. 
Wiederbolung mit 1 1 Alkobol. Man gieBt die Lôsung durch 
Faltenfilter, versetzt sie mit Vol. Âther + Wasser und làBt 
die rote Atherlôsung mit ^20 alkoholischem Natron über Nacht 
steben, wobei eine farblose, flockig-krystallinische Masse erscheint. 
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Man dekantiert die Âtherlôsung, wàscht sie alkalifrei, trocknet, 
dampft ab und nimmt den Rückstand mit Petrolàther anf. Die 
filtrierte Lôsung wird dann auf Aluminiumoxyd (standardisiert, 
nach Beockmann) aufgeteilt (entwickebi mit Benzol -f Petrol- 
ather 1:5). Oben; schmal, grünlichgrau, darunter der rote Haupt- 
farbstoff, ans welchem beim Entwickeln eine rein blaue Kom- 
ponente nach unten wandert. Man eluiert die Hauptzone mit 
Petrolàther + Methanol und chromatographiert nochmals. Wird 
das mit Wasser gewaschene, rot violette zweite Eluat stark ein- 
geengt, so krystallisiert im Eisschrank das Lactaro-violin aus. 
Umkrystallisieren aus Petrolàther + etwas Benzol. Stàbe, 
Schmelzp. 53®. 

Azulene. Die zweimal mit Sprit extrahierten Pilzschnitzel 
(S. 149) werden mit Aceton übergossen (Blaufàrbung), nach 
1 Tag abgepreût und nochmals mit Aceton ausgezogen. Man ent- 
mischt die tiefblaue Losung mit Benzin und Wasser, schüttelt die 
untere Phase nochmals mit Benzin und wàscht die blauen Benzin- 
auszüge acetonfrei. Die getrocknete Lôsung wurde in der Alu- 
miniumoxyd- Sàule verarbeitet: 

Dürine Ringe: violett, braungolb, schwarz, purpur (Lactaro-violin), 

olivgriin, 

breit, hellblau: „Azulen Il“, 

breit, intcnsiv blau: Lactar-aziilen (Hauptfraktion), 

orange, geht leicht in das Filtrat. 

Man eluiert die Hauptfraktion mit Petrolàther + Holzgeist, 
wàscht den Alkohol weg, verjagt den Petrolàther im Stickstoff- 
strom und destilliert das Lactar-azulen CisHjg in gutem Vakuum. 
Siedep. (2,5 — 3 mm) 155 — 160®. Gibt in Alkohol mit 1,3,5-Trinitro- 
benzol tiefschwarze Nadeln (Additionsprodukt) : 4,5 g, aus 30 kg 
frischem Pilz. 

Beispiel. Das aus Cyclopentano-cycloheptanon mit Mg -f Brom- 
benzol erhaltene Gomisch wurde mit S dehydriert (170 — 240°, 100 mm, 
®/4 Stunden) und der destillierbare Teil zweimal chromatographiert 
(Petrolàther, AlgOg). Braime Begleiter blieben hângen; das rein blaue 
Filtrat enthielt Azulen und farbloso Kohlenwasserstoffe. 

Ferner lassen sich die bei der Schwefel- oder ^e\Qn~Dehydrierung 
aus Sesquiterpenen entstehenden Rohazulene chromatographisch 
reinigen (Pfau und Plattner). 
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Harzfarbstoffe. 

Aus indischem Palmdrachenblut {Sanguis draconis), einem 
pflanzlichen Exkret, das bel der Lackfabrikation verwendet wird, 
haben Brockmann und Haase den tiefroten Hauptfarbstoff 
Dracorubin C 19 H 14 O 3 folgend gewonnen. 

1 kg feinpulvriges Material (Merck) wurde in 250-g-Portionen 
mit 1,5 l Benzol ausgekocht und nach dem Erkalten filtriert (Rück- 
stand 90 g). Das Filtrat blieb nach Ziisatz von 10 g Pikrinsàure 
über Nacht stehen. Man saugt das braune Pikrat ab, kocht es 
gründlich mit Benzol aus, schüttelt es zweimal je 1 Stunde mit 
Benzol aiif der Maschine, nutscht und trocknet an der Luft. Die 
Niederschlàge aus 1 kg Harz wurden in ^2 1 Methanol suspendiert, 
am Wasserbad erwàrmt und mit 40 g KOH in 100 cm® Wasser 
versetzt. Nach kurzem Erwàrmen saugt man das freigelegte, rohe 
Dracorubin ab, wàscht es mit Wasser gut aus, suspendiert es noch- 
mals in Wasser und trocknet im Vakuum über CaClg. Ausbeute 
36 g, Schmelzp. 287®. 

Zur Reinigung wurde in Chloroform, auf standardisiertem 
AI 2 O 3 chromatographiert. Die unterste, schmale, braune Zone des 
mehrschichtigen Chromatogramms wurde mit Chloroform heraus- 
gewaschen und darauf das Dracorubin aus der leuchtend roten 
Hauptschicht mit methanolhaltigem Chloroform eluiert. Man 
dampft ab, lôst den Rest in Benzol + Methanol 9 : 1 und engt 
die Flüssigkeit bis zur Krystallbildung ein. Aus Benzol um- 
krystallisiert : granatrote Prismen, Schmelzp. 315®; chromato- 
graphisch einheithch. 

Gleichzeitig mit Brockmann und Haase hat sich auch Hesse 
mit dem Drachenblutpigment beschàftigt. Zu seiner nachstehend 
referierten Untersuchung sei vermerkt, da 6 dort der Hauptfarb- 
stoff als „Dracocarmin“ (CgiHgeOg) und ein Nebenfarbstoff als 
,,Dracorubin“ (C 28 H 24 O 7 ) bezeichnet wird. 

580 g Harzpulver (Fa. Caesar und Loretz) wurden im Extraktor 
mit Ather erschopft und die Lôsung mit 1 Raumteil Petrolàther 
gefàllt. Man lost den dunkelroten Niederschlag in 500 cm® Amyl- 
alkohol und schüttelt die Flüssigkeit abwechselnd mit n-Soda 
und mit Wasser, bis ihr nichts mehr entzogen wird. Beim nach- 
herigen Schütteln mit 2 n-HCl schlàgt die tiefrote Farbe in 
Braun um. Man engt die amylalkoholische Lôsung im Vakuum 
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auf 200 cm^ ein und fàllt die Farbstoff- Chlorhydrate mit Ather 
(hellbraun, 15 g). Die letzteren werden in 200 cm^ Chloroform 
aufgenommen und mit 2 n-Soda durchgeschüttelt (Farbe wieder 
tiefrot). Man filtriert von einem geringen Niederschlag, 
trocknet und chroma tographiert auf AlgOg (nach Brockmann, 
35 X 4,5cm): 

Oben: (braun), 

ganz dunkel rot, 

rot, enthàlt den Haiiptfarbstoff ,,Drac6carmin“, 
(gelbrot), 

(rosa), 

unten: (braun). 

Die drei untersten Bezirke lassen sich mit Chloroform in das 
Filtrat treiben; man wechselt die Vorlage und wâscht die breite 
Dracocarmin-Zone durch die Saule ; dieser Pigmentanteil krystalli- 
siert sofort, wenn man den Abdampfrückstand der Chloroform - 
losung mit wenig Chloroform oder Alkohol aufkocht. Glitzernde 
Krystalle, Schmelzp. 293® ; Krystall- chloroform bzw. -alkohol an- 
wesend. Die Verbindung bildet ein orangegelbes Chlorhydrat. 

Das weitere Entwickeln mit Chloroform ândert am Chromato- 
gramm nichts Wesentliches, wàscht man es aber mit Chloro- 
form -|- Alkohol (1 : 1), so lost sich eine tiefrote Scheibe von dem 
dunklen Bezirk ab und wandert in das Filtrat: ,,Dracorubin“ 
(sehr schwer lôslich, wird ans Alkohol krystallisiert, besser über 
das Chlorhydrat gereinigt). In der Saule bleiben sechs verschieden 
gefàrbte Zonen zurück, die diffus ineinander flieBen und teilweise 
krystallisierbaren Farbstoff enthalten. 


Viertes Kapitel. 

Anwendungen auf künstliche Farbstoffe. 

Teerfarbstoffe verschiedener Art haben Ruggli und Jensen 
(1, 2; vgl. auch Jensen) untersucht. Die theoretischen Ergebnisse 
dieser Arbeit wurden schon S. 33 besprochen. 

a) Adsorptionsverhalten einiger basischer Farbstoffe, in wàB- 
riger Losung, auf aktiviertem Aluminiumoxyd : 
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Starkste Ads. Viktoriablau B, 

Methylenblau D, Patentphosphin G, 
Krystallviolett 5 BO, Fuchsin G, Safranin 00, 
Brillantgrün, Malachitgrün, 
schwachste Ads. Auramin O. 


Diese 9 Farbstoffe wurden in den moglichen 36 Zweierkom- 
binationen untersucht, von denen in 32 Fàllen scharfe Trennung 
sich erzielen lieB. Ungünstig fiel die Probe nur bei den folgenden 
4 Paaren ans : Auramin Malachitgrün, Brillantgrün Malachit- 
grün, Patentphosphin -J- Methylenblau und Fuchsin G + Safranin. 

In manchen Fàllen gelingt auch die Trennung von Dreier- 
gemischen (farbige Abbildungen im Original), z. B.: 


Oben: schwarzblau: Viktoriablau 
violettblau : Methylenblau 
unten: gelb, ausgebreitet, wegwaschbar: Auramin O. 

Ersetzt man das Methylenblau mit Fuchsin, so entsteht ein ana- 
loges Sàulenbild. 

b) Bei einer Anzahl von Sâurefarbstoffen ergab sich die folgende 
Reihe ( die Pfeile zeigen die Kupplungsrichtung an ) : 


scharfe, dünne Zonen, 


Starkste Ads. j Tuchochtschwarz B ( 1 -Naphtylamin-5-sulfosàure - > 
j a-Naphtylamin— > Phenyl-peri-Sàure). und 
I Tuchechtblau B (Anilin — ► Cleve- Sàure — > Phenyl - 
( péri- Sàure), 

(betr. Adsorbierbarkeit mit dem Vorangehenden 
fast identisch), 

(Helvetiablau (Triphenylrosanilin-trisulfosàure) und 
\ Orange II ( Sulfanilsàure — > ^-Naphtol), 
Naphtolgelb S (7-Sulfosàure des Martiusgelb), 
fErioglaucin supra (saurer Triphenylmethan-Farb- 
! stoff) und 

schwachste Ads. IXylenrot B (sulfoniertes Rhodamin). 


c) Substantive Farbstoffe. Mono- und Disazofarbstoffe. 

Diaminrosa FFB (Dehydro-thiotoluidin — > l-Chlor-8-naphtol-3,6- 
disulfosàure): dünne violette Zone, violett und schwach violett, die 
letzteren gut auswaschbar („Filtrate“)^. 

^ Als ,,Filtrate“ werden schwach fixierte, leicht auswaschbare 
Komponenten bezeichnet, und zwar. auch dann, wenn sie vorüber- 
gehend eine gut definierte Farbschicht bilden. Charakteristisch ist 
das rasche Abwârtswandern solcher Bestandteile. 
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Erika G extra (Dehydro-thioxylidin— > G-Sâure) : breit hellrot, dann 
blaues, karminrotes,, violettes ,,Filtrat‘S mit weiI3en Zwischonraumen. 

Erika B (Dehydro-thioxylidin-->e-Sâure) : schmutzig-gelbe Zone, 
dann Filtrate: violett, rosa, rosa (Formeln S. 36). 

Als Beispiel für die Chromatographie eines hekannten Handels- 
farbstoffes sei das Kongorot technisch angeführt. Nach Ruguli 
und Jensen (1) liefert es in Pyridin ein zusammengedràngteres 
Bild, in Wasser eine mehr anseinander gezogene Schichtung. Die 
Zonenfolge war stets die gleiche: 

100 cm® der 2proz. Lôsung wurden allmahlich in die AlgOg- Saule 
eingeführt und mit 1,5 1 Wasser entwickelt. 

Obcn: a) schmal, rotviolett, 

b) rosafarbig, breit, 

c) stark rot, Hauptzone, 

unten: d) breit, gelborange. 

Nach dem Zerschneiden wurden die Anteile mit kochendem 
Wasser eluiert und verdampft. Die Isolierung erfolgte teils direkt, 
teils durch Auffarben auf mereerisierte Baumwolle, Abziehen mit 
kochendem Wasser, Eindampfen und Umkrystallisieren aus 
Methanol. Die Operationen wurden nach Bedarf wiederholt und 
variiert. Die Zone a gab wenig dunkelrotes Pulver, das auf mer- 
cerisierter Baumwolle eine kràftige bràunlichrote Fârbung zeigt; 
b liefert ein dunkelrotes Pulver, Ausfàrbung rot, sâureempfindlich ; 
ausc: dreinial umkrystallisiert, rotes Pulver (Hauptmenge), Aus- 
fàrbung starkes, reines Rot, sâureempfindlich; d: etwas orange- 
rotes Pulver, auf Baumwolle gelborange, bestàndig gegen ver- 
dünnte Essigsàure; wird mit 5proz. HCl nur rotviolett. 

Das Kongorot rein (dreimal aus Wasser -J- Alkohol umkrystalli- 
siert, salzfrei) war chromatographisch einheitlich. Nach Zusatz 
von Salz (2 g NaCl zu g Farbstoff in 100 cm^ Wasser) bildete 
das meiste gleichfalls eine wandernde Schicht, die etwas mehr 
als sonst zusammengedràngt war. Oben verblieb nur eine dünne 
Zone. 

Benzopurpurin 4 B (Tolidin — > 2 Mole Naphtionsàure) war ad- 
sorptiv einheitlicher als Kongorot. 

Benzoazurin G (Dianisidin 2 Mole l-Naphtol-4-suKosàure) : 

Oben: dunkelblau 1 . i 

hellblau, breit J Ausfàrbung wie das Handelsprodukt, 

graublaues Filtrat, liefert violette' Fàrbung, bügelechter 
als das Handelsprodukt, 

unten : rotes Filtrat, gibt braimviolette Ausfàrbung. 
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Die Verschiebung der Nuance nach Rot ist vielleicht auf Poly- 
dispersitàt zurückzuführen, da der gleiche Effekt auch dur ch 
Bügeln der Ausfàrbung, Erhitzen der Lôsung oder Zusatz von 
Alkohol erzielt werden kann. 

Direkthimmelblau grünlich (— Diaminreinblau ; Dianisidin — > 
2 Mole l-Amino-8-naphtol-2,4-disulfosàure). 100 cm^ 2proz. 
Losung in der AlgOg-Sàule (21 X 6,5cm), mit 1,51 Wasser 
entwickelt : 

Oben: blaugrün, nach unten schwâcher, grünstichig-blaue Ans- 
fàrbung, 

krâftig violettes Filtrat, Ausfàrbung blauviolett, bügel- 
imecht, 

unten: krâftig blaues Filtrat (Hauptmenge), auf Baumwolle 
tiefblau. 

Bel deri folgenden Trisazo- mid Tetrakisazo-Farbstoffen zeigteii 
sicli verwickeltere Chromatogramme (Eeihenfolge der Zonen von oben 
nach unten): 

DianilschwarzBU (m-Phenylendiamin<— y - Saurez— Benzidin -mono - 
sulfosâure y-Sâure — > m-Phenylendiamin) : schwarz, blauschwarz, 
weii3, schmutzig-hellgelbes Filtrat, weiB, fleischfarbig, dann gelber 
Ring (beide leicht auswaschbar). 

Cupranilbraun B: schokoladebraun, anschlieôend gelbbraun, weifi, 
rotgelbes Filtrat, weiI3, violett, gelb, weifi, holl gelbbraun, leicht 
auswaschbar. 

Hessisch Braun 2 B N ( Sulfanilsâure — > Resorcin <— Benzidin Re- 
sorcin<— Sulfanilsâure) ; gelbbraun, violett, weifi, rotgelb, gelbes, dann 
violettes Filtrat. 

Direkibraun J (m-Aminobenzoesâure — > m-Phenylendiamin <— m- 
Phenylendiamin - > m-Phenylendiamin <— m-Aminobenzoesâure) : tief- 
braun, gelbbraun, schwachbraim, rotbraunes Filtrat, weifi, rotgelbes 
Filtrat, schwach gelb, kanariengelb, weifi, braungelbes Filtrat. 

Gemische der obigen Farbstoffe. Wie schon S. 33 erwàhnt, 
gelingt die Trennung im allgemeinen gut, wenn die Anzahl der 
Azogruppen verschieden ist (z. B. Kongorot + Diaminrosa FFB), 
hingegen versagt die Méthode bei sehr âhnlichen Komponenten, 
wie Erika B + Erika G extra, oder Kongorot + Benzopurpurin. 
Direkthimmelblau grünlich bleibt im Chromatogramm hôher 
hàngen als Direktblau 2 B (Strukturformeln auf S. 36). 

Da die Adsorption von Direktblau 2 B an Baumwolle bekannt- 
lich stark vom Salzzusatz abhàngt, haben Ruggli und Jensen (1) 
untersucht, ob etwa auch das Chromatogramm sich umkehrt. 
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wenn z. B. eine 8proz. NaCl-Lôsung statt Wasser verwendet wird. 
Dies war jedoch nicht der Fall, man sah lediglich ein Zusammen- 
dràngen der Hauptzonen, bis zur Untrennbarkeit. 


Fünftes Kapitel. 

Anwenclungen auf farblose und schwachgefârbte 

Substanzen. 

1. Verschiedene aliphatische und hydroaromatische 
Verbindimgen. 

a) Keinigung des Hentriakontans von Spuren des Dipal- 

mitylketons CjgHai-CO-CirJïâi (WiNTERSTEiN und Stein 1). 

Im unverseifbaren Anteil von zahlreichen Pflanzenextrakten 
kommen diese Stoffe gemeinsam vor und konnen sonst nur auf 
umstàndlichem Wege geschieden werden. Dagegen gelingt die 
Trennung leicht im chromatographischen Versuch. Man sieht 
auch hier, daB der Reinheitsgrad von Substanzen, die auf Grund 
anderer Methoden bereits als ,,chemisch rein“ bezeichnet werden, 
un ter Umstànden noch erhôht werden kann. 

300 mg Hentriakontan (Schmelzpunkt und Elementarzu- 
sammensetzung richtig) wurden in 100 cm^ Benzin gelost und durch 
eine Saule (6x1 cm) von Aluminiumoxyd -f Fasertonerde (5:1) 
sickern lassen. Nachwaschen mit 200 cm^ Benzin. Der Kohlen- 
wasserstoff ging durch das Adsorbens, das dann mit methanol- 
haltigem Petrolàther einige Zeit stehen gelassen und mit Petrol- 
àther Methanol nachgewaschen wurde. Der Trockenrückstand 
des Eluats bestand aus 2 mg Dipalmitylketon ; der Schmelzpunkt 
des regenerierten Hentriakontans war deutlich schàrfer als der- 
jenige des Ausgangsproduktes. 

b) Trennung von Geraniol CioH^^OH und Limonen C^oHie 
(Winterstein und Stein 1). 

Das Gemisch von je 4.g wurde in 700 cm^ Benzin (Siedep. 70®} 
gelost und auf aktiviertem Aluminiumoxyd chromatographiert 
(12 X 5,5cm). En twickeln mit 300 cm® Benzin. Den adsorbierten 
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Anteil eluiert man mit methanolhaltigem Petrolàther (Siedep. 30 
bis 50®). Sowohl das Filtrat als auch das Eluat wurden unter An- 
wendung einer Widmer- Spirale auf dem Wasserbad moglichst vom 
Benzin befreit, das restliche Losungsmittel vorsichtig bis auf etwa 
100® abgetrieben und der Rückstand, ohne einen Vorlauf abzu- 
trennen, überdestilliert. Aus dem Filtrat lieB sich auf diesem Wege 
Limonen gewinnen, aus dem Eluat Geraniol. 

Die Trennung von Cineol CjoHigO und Dijpenten CioHie gelingt 
nach demselben Verfahren. 

c) Trennung von Oleanol C29H4,OH und Oleanylen C29H46 
(WiNTERSTEIN Und StEIN 1). 

Die Scheidung dieser Vertreter der Sapogeninreihe làBt sich 
dur ch fraktionierte Krystallisation nur in zeitraubender Weise und 
unter groBen Verlusten durchführen. 

Das Decarboxylierungsprodukt der Oleanolsàure wurde in 
Benzin gelôst, von unverànderter Sàure abgetrennt und durch 
dreimaliges Waschen mit gesàttigter Barytlosung entsàuert. Man 
saugt die getrocknete Losung durch Aluminiumoxyd (aktiviert; 
14 X 4,5 cm) ünd wàscht mit zirka 400 cm® Benzin nach. Das 
Filtrat lieferte nach dem Eindarnpfen und Umkrystallisieren (aus 
Aceton) 2,5 g Oleanylen. — Das adsorbierte Oleanol wurde mit 
Âther + Methanol aus der Saule eluiert und sein Abdampfrück- 
stand gleichfalls aus Aceton krystallisiert. Ausbeute 2,5 g, 
Schmelzp. 212— 216®. 

d) Die Reinigung des rohen Sarsa-sapogenins 

gelingt nach Askew, Farmer und Kon am besten, wenn eine 
4 — 5proz. Benzollôsung durch die Aluminiumoxyd- Saule (aktiviert, 
Merck) gesaugt wird. Verunreinigungen blieben im Adsorbens 
zurück. Der Vakuum-abdampf rückstand des Filtrâtes wird aus 
Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 197 — 198®; [^x]d = — 75®. 

e) Untersuchung des unverseifbaren Restes von Olen und Fetten. 

Zur Bearbeitung derartiger. Gemische ist die selektive Ad- 
sorption oft angewandt worden, namentlich aus Benzin- oder 
Benzin-Benzol-Lôsung. Einschlàgige Arbeiten findet man auf dem 
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Gebiete des Lipochroms (S. 105, 116, vgl. Zechmeister imd 
Tuzson 4, 8, s. auch die Darstellung von E-Vitamin-Konzentrat 
ans Weizenkeimôl S. 185). In zahireichen Fàllen würden groOe 
Sterinmengen stôren; man entfernt sie vor der Chromatographie 
durch Aiisfrieren oder nach einem anderen Verfahren, wenn auch 
weitaus nicht quantitativ. Der Rest des Sterins wird dann meist 
in den oberen Sàulenteilen festgehalten. 

Nachdem Thorbjarnarson und Drummond auf diesern Wege 
Squalen CgoHgo aus Olivenôl herausgearbeitet haben, wurde von 
Thorbjarnarson, Ruiz und Drummond der unverseifbare Rück- 
stand einiger mariner Ole chromatographiert (Haifischleberol, 
Heringsôl, Rattenfischôl aus Chimaera monstrosa\ vgl. auch 
Drummond, Ruiz und Thorbjarnarson). Unter den angewandten 
Bedingungen gehen gesàttigte und ungesàttigte Kohlenwasser- 
stoffe, namentlich das Squalen, leicht durch die Saule, ebenso 
auch Carotin. Dagegen bleiben gesàttigte Alkohole meist ganz 
oben hàngen, wàhrend gewisse ungesàttigte tiefer vordringen; 
besonders ist dies in Anwesenheit von viel Squalen der FalL 
Sterine und Polyenalkohole bclegen einen verhâltnismàBig gut 
ausgepràgten Bezirk, z. B. an der Grenze des oberen Sàulendrittels. 

Beispi( 4 : Der unverseifbare Rest eines grônlàndischen Haifisch- 
leberoles (Steringehalt 25%) wurde durch Abkühlen der Methanol- 
losung (sowie der eingeengten Mutterlaugen) auf 0® von Cholesterin 
und Batylalkohol C21H42O3 befreit und die so vorgereinigte Sub- 
stanz (6% des Roholes) in wenig Petrolàther (Siedep. 40 — 60®) 
auf AI2O3 (Merck) gegossen; entwickeln mit demselben Solvent: 

Oben: 1. Zone, Gewicht 1,79 g, Jodzahl 77,0 (blafîgelb, dickflüssig), 


2. 

2,05 g, 

,, 72,3 (gelb, dickflüssig), 

3. „ 

2,95 g, 

,, 75,9 (halbfest, diinkel- 



braim). 

4. ,, ,, 

2,18 g, 

,, 82,5 (gelbliches, dickes Ôl) 

unten: im Filtrat, ,, 

1,74 g. 

,, 152,5 (dünn, kaum gofàrbt). 


Die ziemhch gut erkennbaren Zonen hefîen sich mit Methanol 
+ Ather eluieren. Durch Umscheiden aus Methanol isolierte man 
aus Zone 1 etwas Batylalkohol und aus 2 ein wenig Sterin, doch 
bestand der Hauptanteil des adsorbierten Materials aus dem un- 
gesàttigten Selachylalkohol C21H4QO3. Nachdem nàmhch aile feste 
Substanz mit Hilfe von Methanol, wie erwàhnt, entfernt wurde, 
ergab die katalytische Hydrierung des Restes quantitativ Batyl- 



alkohol. — Die hohe Jodzahl des Filtrâtes deutet auf Sqtuilen, und 
tatsàchlich konnte das Chlorhydrat desselben durch Behandlung 
mit HCl in trockenem Aceton erhalten werden (typische Krystalle, 
Schmelzp. 112 — 114®). 

Man sieht, daB die Chromatographie des imverseifbaren Restes 
von Fetten noch verbesserungsbedürftig ist, namentlich in bezug 
auf den pràparativen Ertrag. 

î) Die Trcnnung von Zuckerarten 

ist noch kaum bearbeitet. Aus einer Mitteilung von Hayashi folgt, 
daB z. B. die Scheidung von Rohr- und Traubenzucker auf Blut- 
kohle in alkoholischer Losung moglich wâre. 

g) Acetylcellulose. 

Die nachstehend referierte Arbeit von Mark und Saito er- 
ôffnet den Weg zur Untersuchung und Aufteilung von hoch- 
polymeren Substanzen in der Adsorptionskolonne. Als erstes Bei- 
spiel wurde technisches Celluloseacetat (Cellit) geprüft. Es zeigte 
sich, daB derartige Stoffe in Komponenten zerfallen, welche durch 
abweichende Viskositdten gekennzeichnet sind. Da der Acetyl- 
gehalt nicht variiert, erfolgte die Fraktionierung hauptsàchlich 
nach den verschiedenen Kettenlângen der Polymerhomologen. 

Auf ein Glasrohr (42 X 3 cm) wurde eine Kappe aus Messing- 
drahtnetz angepaBt, Glaswolle und Asbest eingelegt und als Füll- 
masse dreimal 10 g Blutkohle (Kahlbaum) verwendet; zwischen 
je zwei Portionen des Adsorbens befanden sich runde Leinwand- 
stücke. Man behandelt die Saule mit PreBluft (zirka 1 Atm.), 
gieBt 300 cm® acetonische 0,5proz. Cellitlosung ein und setzt wieder 
die PreBluft an. (Die Adsorption des Acetons ist mit einer fühl- 
baren Wàrmeentwicklung verbunden; wurde die Kohle vorher mit 
dem Lôsungsmittel befeuchtet, so verlàuft das Durchsickern zwar 
gleichmàBiger, doch wird die adsorbierte Cellitmenge zu gering.) 
Man entwickelt so lange mit Aceton, bis keine Acetylcellulose mehr 
in das Filtrat geht, dessen Abdampfrückstand dann getrocknet 
wird. 

Die drei abgeteilten Bezirke der Kolonne werden für sich ge- 
trocknet und mit je 50 cm® Dioxan (CH 2)402 eluiert (Schüttein, 
eintagiges Stehen). Die schwierige Filtration lieB sich durch 
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ein 1,5 cm breites Glasrohr ausführen, das mit Glaswolle, Asbest 
und 7 g Stàrke fest gestopft war. Man dampft die Eluate bei 60® 
ein und làBt den Rest im Vakuumexsiccator über P 2 O 5 und Blut- 
kohle stehen. Nun ist das Material für die Viskositàtsmessung 
bereit. 

Tabelle 18 zeigt, da 6 hier in der Tat eine Fraktionierung ge- 
lungen ist: niedriger viskose Anteile werden im oberen Drittel der 
Füllmasse festgehalten, wàhrend die hôchst viskose Komponente 
in das Filtrat geht. 


Tabelle 18. Aufteilung von Cellit und relative Viskositat 
der Fraktionon, in 0,lproz. Acetonlosung (für Aceton 

Vr = 1422). 



Cellit „L 700“ 

Olr = 1,090) 

Cellit „L 1000“ 

Olr = 1,163) 

Enthalt Prozent 
des Aii8gan>?s- 
stoffcs 

Viskositat 

Enthalt Prozent 
des Aiisgangs- Viskositat 
stoffes 

Obersto Zone .... 

30 35 

1,049 

30—35 1,101 

Mittlere Zone .... 

30—35 

1,065 

25—35 1,135 

Unterste Zone . . . 

20—25 

1,067 

20—30 i 1,138 

Filtrat 

5—10 

i 1,097 

i 

10—15 1 1,198 


2. Eiiifachere Benzolderivate. 
a) Das Verhalten eiiiiger Phonole im Ultra-chromatogramm. 

Nach Grassmann und Lang zeigen in methanolischer Losung 
Z. B. die folgenden Phenole fluoreszierende, einheitliche Ultra- 
chromatogramme : 

Phénol oder Brenzcatechin : auf AlgOg oder MgO schwach violett. 
Resorcin: auf AlgOg oder MgO hell blauviolett. 

Gallussauro: auf AlgOg oder MgO tiefviolett. 

Phloroglucin : auf AlgOg gelb (braunstichig), auf MgO gelb. 

Chromatographie nach Zusatz von FeClgi S. 70. 

b) Trennung von 0-, m- und p-Nitranüin sowie der Nitrophenole 
(Karrer und Nielsen). 

Je 0,15 g wurden gemeinsam in Petrolàther gelôst, auf Calcium- 
hydroxyd gegossen und mit Petrolàther zum Chromatogramm ent- 
wickelt: 
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Oben: hellgelb, enthâlt p-Nitranilin, 
gelb: m-Nitranilin, 

unten: dunkelgelb bis brâunlich: o-Nitfanilin. 

Die Isolierung geschah durch Eluieren mit methanolhaltigem 
Benzol, Eindampfen und emeuerte Adsorptionsanalyse des Rück- 
standes. 

Âhnlich lassen sich au ch die drei Nitrophenole trennen (Benzol, 
Aluminiumoxyd- oder Calciumcarbonat- Saule), wenn der Ver- 
such wiederholt wird. Die von oben nach unten geltende 
Reiheufolge ist au ch hier: p-, m-, o-Verbindung. 

e) 3,5-Dimethyl-6-nitroaiiilin eus 3,5-Dimethyl-anilin 
(Kabber und Strong 2). 

Die Losung von 8,3 g 3,5-Dimethyl-anilin in 45 cm® konz. 
Schwefelsaure wurde zwischen 0® und 5® mit 6,64 g HNOg 
(d = 1,4) +7 cm® konz. H2SO4 nitriert. Beim AufgieBen auf Eis: 
orangegelbe Fàllung. Man macht die Suspension mit starkem KOH 
alkalisch und extrahiert den gelben Niederschlag mit Ather. Der 
letztere wird gewaschen, mit Pottasche getrocknet, filtriert und 
verdampft. Man zieht den ôligen Rest mit 2 X 400 cm® siedendem 
Petrolàther aus. 

Der Extrakt wurde auf Calciumhydroxyd chromatographiert 
und 80 lange mit Petrolàther nachentwickelt, bis der grôûte Teil 
der farbigen Verbindungen durch die Saule ging ; nur im obersten 
Bezirk verblieb eine schmale, gelbe Schicht. Der Abdampfrück- 
stand des Filtrâtes wurde mehrmala mit je 100 cm® Petrolàther 
erschopft, welcher filtriert und eingeengt, beim Abkühlen 3,5- 
Dimethyl-6-nitroanilin abschied. Ausbeute 4,8 g. Glelbe Nadeln, 
Schmelzp. etwa 45® (vielleicht noch nicht ganz rein). 

d) Sehiffsche Base aus 3,5-Dimethyl-6>nitroaiiilin and 1-Arabinose 
(Kabber und Strong 2). 

16 g Zucker, 4 g Nitrokôrper und 200 cm® abs. Methanol wurden 
in der Druckflasohe 6 Stunden auf 105 — 115® erhitzt (Auflôsen). 
Man lieû stehen, filtrierte die dabei auskrystallisierte, xmverànderte 
Arabinose ab und chromatographierte das Filtrat auf Aluminium- 
oxyd; Nachwasohen mit abs. Alkohol. Unveràndertes Nitroanilin 
lief durch die Kolonne, welohe eine ausgebreitete gelbe Schicht 

11 
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zurückhielt. Die letztere lieB sich mit viel heiBem SOproz.Methanol 
eluieren. Nach dem Einengen im Vakuum schieBt die Schiff- 
sche Base hervor und wird ans Alkohol umkrystallisiert. Aus- 

beute 1 g, Schmelzp. 165 
bis 1660. 

c) Schiffsche Base ans 4,6- 
Dimethyl-2 -nitroanilin und 
1-Arabinoso. 

Im Verlaufe von synthe- 
tischen Flavinarbeiten haben 
Kuhn, Reinemund, Weygand und Strôbele Pentosenmit einem 
Nitroxylidin ( 1 ,2-Dimethyl-4-nitro-5-aminobenzol ) kondensiert. 
0,5 g l-Arabinose und 2,2 g Nitroxylidin wurden mit 30 cm^ abs. 
Alkohol 6 Stunden auf 110 — 120® erhitzt. Die erkaltete, orange- 
rote Lôsung saugte man durch eine AlgOg- Saule (Merck) und 

entwickelte mit wasser- 
CH3— /N— N=CH(CHOH)30H20H freiem Alkohol nach. Das 
PTT i I 'MO Überschufi angewandte 

^ \/ ^ Nitroxylidin ging leicht in 

Schiffsche Base ans 4 5-Dimothyl-2.iiitroaniIin Filtrat und krystalH- 

sierte ans. Die breite, 
orangefarbige Scheibe des Kondensationsproduktes wurde mit 
SOproz. Methanol eluiert, das Eluat auf eingeengt und das 
Ausgefallene aus Wasser umkrystallisiert. Ertrag 0,58 g, Schmelzp. 
1660, orangegelbe Prismen. Hier konnten die unverànderten Aus- 
gangsmaterialien nach einmaliger Chromatographie quantitativ 
zurückgewonnen und von neuem verwendet werden. 

f) l,2-Dimethyl-4-nitro-5-amino-benzol-d-glucosid, 

Die Isolierung dieses durch Umglucosidierung entstehenden 
Nitroxylidin- Glucosids gelingt nach Kuhn und Dansi folgend: 
1,35 g p-Toluidin-glucosid und 4 g l,2-Dimethyl-4-nitro-5-amino- 
benzol wurden in 150 cm^ abs. Alkohol 8 Stunden am RückfluB 
gekocht und die orangerote Losung auf eine AI2O3- Saule gegossen. 
Man eluiert die obéré, orangerote Zone mit Pyridin-Methanol- 
Wasser, verdampft im Vakuum und krystallisiert den Rest aus 
Alkohol. Ertrag 0,15 g, Schmelzp. 213o (Zersetzung). 


NO2 

I 

CH3— N=CH(CH0H)3CH20H 

\/ 

I 

CH3 

Schiffsche Base aus 3,5-DimethyI-6-nitroanilin 
und l-Arabinose. 
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g) Bestimmung des Adrenalins im Blut (Whitehorn). 

7 — 10 cm® frisches Blut werden ohne Verzug in 10 Vol. 3proz. 
Trichloressigsâure gegossen. Man lâBt 15 Minuten bis einige 
Stunden stehen, filtriert oder zentrifugiert und saugt das Klare 
durcheine Saule von leiner Kieselsàure (Acidum silicic. ; RohrmaBe 
20 X 2 cm), welche vorher mit 50proz. Schwefelsàure ^4 Stunde 
ausgekocht und 10 — 12mal mit Wasser dekantiert wurde. Die 
Kolonne wird zunàchst mit Wasser gewaschen, dann mit 1 — 3 cm® 
Natriumbisulfit (5 g wasserfreies Salz in 50 cm® Wasser), bis das 
Abtropfende neutral oder alkalisch auf Bromthymolblau reagiert. 
Andererseits wird das Filtrat von der Trichloressigsàuref àllung (ent- 
sprechend 5 cm® Blut) mit n-NaOH auf ungefàhre Neutralitàt ein- 
gestellt (Bromthymolblau) und mit 1 cm® Pufferlôsung versetzt 
(17,4 g Dikalium- und 6,8 g Monokaliumphosphat in 100 cm® 
Wasser). Man saugt diese, vorher filtrierte Flüssigkeit durch das 
Rohr (3 Tropfen/Sek.) und entwickelt dreimal mit je 8 cm® frisch 
aufgekochtem und abgekühltem dest. Wasser. Unter den ange- 
gebenen Bedingungen wird das Adrenalin (Epinephrin) adsorbiert, 
wàhrend Glutathion und andere nicht basische oder zu schwach 
baèische Stoffe in das Filtrat gelangen. Man eluiert das Adrenalin 
mit 5 cm® 73 n-H 2 S 04 und bestimmt seine Menge nach der üblichen 
Methodik. 

3. Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe mit 
kondensierten Kernen und verwandte Substanzen. 

A. Die Reinigung sowie die Scheidung von Vertretern dieser 
Korperklasse, welche dem Steinkohlenteer entstammt, sei auf 
Grund der Angaben von Winterstein und Schôn (2, 3), von 
WiNTERSTEiN, ScHÔN und Vetter, von Winterstein und Vetter 
sowie von Winterstein, Schôn und Vetter beschrieben. Be- 
treffend Zusammenhang zwischen Adsorptionsaffinitàt und Struk- 
tur sowie Konstitutionsformeln vgl. S. 29 — 33. Zunàchst sieht 
man aus dem nachfolgenden Versuchsmaterial, daB selbst reinste 
Handelsprodukte im Quarzlicht-chromatogramm Begleiter ver- 
ra ten kônnen. 

Reinigung des Anthracens, a) 6 g Anthracen Riedel ,,für 
wissenschaftliche Zwecke“ wurden aus Benzin an eine aktive 
Aluminiumoxyd- Saule (25 X 6 cm) adsorbiert. Beim Entwickeln 
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mit Benzin bildeten sich im obersten Bezirk einige schmutzig- 
braune Zonen, die keine Kry stalle liefern. Im Quarzlicht sah man 
weiter unten einen schmalen, hellblau fluoreszierenden, tiefer 
einen gelben und unten einen blau fluoreszierenden, breiten Bezirk. 
Bei làngerem Waschen ging das Anthracen grôBtenteils ins Filtrat, 
dessen erste An telle paraffinàhnliche Substanzen enthielten. Beim 
Einengen krystallisiert das Anthracen. Die oberste Zone wurde 
mit Âther eluiert, der Trockenrückstand des letzteren im Vakuum 
(0,5 mm) bei 150 — 170® sublimiert und die Substanz aus Benzol 
unter Zusatz von Benzin umgeschieden. Farblose Blàttchen: 
350 mg Carbazol =5,8% des Ausgangsmaterials. 

Das erhaltene Anthracen zeigt intensiv blaue 
Fluorescenz, die schon durch einen Zusatz von 
^ 30000 % Naphtacen geloscht wird. 

b) 10 g Anthracen ,,Kahlbaum‘‘ wurden, wie 
NH beschrieben, adsorbiert. Beim Entwickeln gingen 
Carbazol. 6 g in das Filtrat. Der Rohrinhalt wurde mit 
Benzin + Methanol eluiert, das Methanol weg- 
gewaschen und die getrocknete Benzinlôsung nochmals auf AI 2 O 3 
gegossen. Beim Entwickeln passierten 3 g reines Anthracen die 
Saule. Der wie angegeben eluierte und verarbeitete Rohrinhalt 
wurde nochmals adsorbiert (Saule 8x4 cm). Nach dem Ent- 
wickeln mit viel Benzin zeigt die Quarzlampe im obersten Teil 
zwei àuBerst schmale, hellgelbe Zonen an (unbekannt), darunter 
einen hellblau fluoreszierenden Bezirk, aus welchem, nach der 
Elution mit Âther, schwach-gelbe Krystalle gewonnen wurden. 
Sublimieren im Vakuum und Umkrystallisieren aus Benzol 
lieferten 5 mg (0,05%) reines Carbazol (glànzende, hellblau 
fluoreszierende Blàttchen). Dicht unter dem Carbazol befand sich 
eine schmale, gelb auf leu ch tende Vap^tocen-Scheibe und darunter 
eine dunkelblau fluoreszierende, aus der sich etwas Anthrachinon 
isolieren lieû. 

Über die Gewinnimg des Naphtacens aus einer technischen 
Anthracenol-Fraktion vgl. das Original. — Trennung von Anthracen 
und Phenanthren: Ardaschew. 

Reinigung des Chrysens (Formel auf S. 29), Isolierung von 
1,2-Benzcarbazol. 5 g reinstes Handelsprodukt, in 600 cm® Ben- 
zin -j- Benzol (10 : 1) gelôst, wurden an AlgOg (14 X 4,5 cm) ad- 
sorbiert. Beim Entwickeln mit 500 cm® Benzin entsteht oben eine 
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1 cm breite, hellblau fluoreszierende Zone, darunter eine schmale, 
die gelb aufleuchtet, wàhrend die unterste Scheibe sowie das 
Filtrat stark blau fluoreszieren. Die oberste Zone wird mit Àther 
eluiert; krystallisiert man dessen Abdampfrückstand ans Hexan 
iind Eisessig um, so erscheint 1^2-Benzcjarbazol (Ausbeute 15 mg = 
= 0,3%). Die zweite Zone enthàlt Naphtacen, die unterste liefert 
vollkommen farbloses Chrysen, welches trotz scheinbarer Homo- 
genitàt Spuren von Schwefel enthàlt. Bei der Wiederholung der 
Chromatographie hat sich die Schwefelverbindung in den ersten 
75% des Filtrâtes angereichert und nur die letzte Fraktion (0,5 g) 
war vollstàndig S-frei. Man bemerkt die auBerordenthche Ahn- 
lichkeit der Adsorptionsaffinitàten von Chrysen und des schwefel- 
haltigen Kôrpers. 

Auf prinzipiell àhnlichem Wege wurde aus Pyren ,,rein‘' 0,1% 
Brasan isoliert (2,3,5,6-Dibenzo-cumaron), das von Naphtacen 
und 2,3-(r,2'-Naphto)-anthracen begleitet wird (Formeln auf 



Brasan. 1,2-Benzcarbazol. 


S. 29). Es empfiehlt sich hier, über die AlgOa-Schicht eine schmale 
Lage eines Aluminiumoxyd-Carboraffin-Gemisches zu geben, das 
Verunreinigungen besser zurückhàlt. 

Die chromatographische Reinigung von Boh -Picen nimmt einen 
komplizierten Verlauf und führt zu keinem zufriedenstellenden 
Ergebnis. 

Aus kàuflichem Acndm werden nach Wagner- Jauregg, beim 
Filtrieren der Benzollôsung durch AlgOg, Verunreinigungen ent- 
femt und in der Saule zurückgehalten, welche das Acridin passiert. 
Das Rohprodukt fluoreszierte fahlblau, die reine Substanz gelb. 

Wàhrend das Vorstehende sich auf Handelsprodukte bezieht, 
folgen nun (nach Winterstein und Mitarbeitern) einige Bei- 
spiele, aus welchen die Leistungsfâhigkeit des befolgten Verfahrens 
bei der Aufteilung von kiinstUchen Gemischen hervorgehen soll. 

Trennung von Naphtalin und Anthracen. Eine petrolâtherische 
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Lôsung (200 cm^) von 50 mg Anthracen + Naphtalin 

wurde an 150 g aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert und mit 
500 cm^ Petrolàther entwickelt. Das Anthracen befindet sich in 
der oberen Sàulenhàlfte und wird mit Âther eluiert, der beim Ver- 
dampfen den reinen Kohlenwasserstoff hinterlàBt. Der Trocken- 
rückstand des Filtrâtes besteht aus reinem Naphtalin. 

Trennung von Anthracen und Chrysen (Formel auf S. 29). Fine 
Benzinlôsung, je 50 mg enthaltend, wurde, wie beschrieben, ad- 
sorbiert und mit Benzin so lange entwickelt, bis ein Teil der Sub- 
stanz in das Filtrat übergegangen war. Im Rohre bildeten sich 
zwei Zonen aus, von welchen die obéré (bei Quarzlicht-bestrahlung 
dunkelblau leuchtend) fast reines Chrysen enthielt. In den ersten 
Anteilen des Filtrâtes lag reines Anthracen vor. 

Die Scheidiing von Anthracen imd Pyren gelang nicht. 

Trennung von Phenanthren und Pyren (Formel auf S. 29). 
Verfàhrt man wie beschrieben und fàngt das Filtrat in vier An- 
teilen auf, so enthàlt die letzte Portion fast reines Pyren. 

Die Trennung des Chrysens von Pyren (Formeln: S. 29) oder 
von \,2-Benz^yren gelang auf àhnlichem Wege. 

Trennung von Per ylen und 1,2-Benzpyren (Formeln: S. 32). 
Nach der Entwicklung beobachtet man im Uviollicht ein breites, 
gelb leuchtendes Band, darunter eine hellblau fluoreszierende Zone 
( 1/5 der ersteren). Der Rohrinhalt wurde in fünf Teile geteilt: der 
unterste liefert reines 1,2-Benzpyren; die übrigen gaben Gemische, 
und Z war überwog Perylen in den oberen, Benzpyren in den tiefer- 
hegenden Bezirken. 

Im Hinblick auf die von Cook, Hewett und Hieger entdeckte, 
von ScHÜRCH und Winterstein nàher studierte krehserregende 
Wirlcungàe^ 1 ,2- Benzpyrens (wirdauch ,,3,4-Benzpyren“ genannt) 
soll hier die künstliche Darstellung dieses Kohlenwasserstoffes 
(Formel: S. 32) beschrieben werden, da die chromatographisch 
gelungene Reinigung für das Studium maligner Tumoren von 
Wichtigkeit ist. 

50 g 4'-Keto-I',2',3',4'-tetrahydro-I,2-benzpyren (dargestellt, 
ebenfalls un ter Zuhilfenahme der Chromatographie, von Winter- 
stein, Vetter und Schôn) -f 30 g Selen wurden 12 Stunden auf 
320 — 340® erhitzt. Man gieBt die flüssige Masse in eine groBe Reib- 
schale, pulverisiert sie nach dem Erkalten fein und kocht das 
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Material mit 1 1 Benzol aus. Der bis zu 500 cm^ eingeengte Extrakt 
wird in einer 15 cm hohen AlgOg-Schicht adsorbiert, auf welche 
man eine 5-cm-Lage von Aluminiumoxyd + Carboraffin (2:1) 
gibt. Entwicklung mit Benzin + (5:1). Das 1,2-Benz- 

pyren ging rasch in das Filtrat über. Es wurde so lange nach- 
gewaschen, bis aus der Kohleschicht eine grüne und eine braune 
Zone aiisgetreten waren. Beim Einengen des 
Filtrâtes auf ein kleines Volumen und Zusatz 
von Petrolàtlier fiel reines 1,2-Benzp5rren aus. 

Gelbgrüne Nàdelchen, Schmelzp. 177® (korr.). 

Ausbeute 22 g— 47% der Théorie. 

B. Im AnschluB an das soeben gegebene Ver- 
suchsmaterial, das sich vorwiegend auf Teer- 
bestandteile bezieht, folgen nun zwei Beispiele 
über die Chromatographie von Substanzen, 
welche durch Dehydrierung von Naturstoffen 
erhàltlich sind. 

a) Reinigung eines aus Cholesterin gewonnenen Kohlenwasser- 
stoffes CigHje (y-Methyl-cyclopenteno-phenanthren) nach Diels 
und Rickert. Das aus Cholesteryl-chlorid mit Hilfe von Selen 
dargestellte, aus AIkohol pràchtig krystallisierende Produkt erwies 
sich, trotz des schonen Aussehens, in der Aluminiumoxyd- Saule als 
uneinheitlich und lieB sowohl feste als auch ôlige Beimengungen 
entfernen. Merkwürdigerweise wurde hier dur ch der Schmelzpunkt 
nicht fühlbar abgeàndert. 

Als Apparat diente die Vorrichtung von Winterstein und 
Stein (1 ; S. 51), mit einem am VorstoB angebrachten Sperrhahn, 
als Lôsungs- und Waschmittel Petrolàther (Siedep. 70 — 80®). 
Etwa 3 g vorgereinigte Substanz, gelôst in 95 cm® (bei 15 — 20®), 
wurden unter schwachem Saugen langsam auf die durch Ein- 
schlâmmen mit Petrolàther bereitete Saule getropft (20 X 2 cm). 
Ein gelber, ôlhaltiger Ring wanderte langsam nach unten und war 
am Ende des Versuches 8 — 10 cm tief vorgedrungen. Nach dem 
Austreten der Losung aus dem Tropftrichter wird mit 3 — 4 cm® 
mehr Petrolàther, als bei Raumtemperatur zum Auflôsen des Aus- 
gangspràparates erforderlich sind, entwickelt. Man sperrt dann 
den Hahn und wechselt rasch die Saugflasche. 

Sobald die Losung des Kohlenwasserstoffes in die Vorlage zu 
tropfen beginnt (Schlierenbildung und blaue Fluorescenz des 
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Filtrâtes im Quarzlicht!), fàngt man 10 Tropfen gesondert auf 
und erneuert wieder die Voilage, in die nun das Hauptprodukt 
flieBt. Der Versuch ist beendet, sobald die Entwicklungsflüssigkeit 
aus dem Tropftrichter ausgetreten ist und bei gleichgehaltenem 
Vakuum nichts mehr in die Voilage gelangt. Durch Eindampfen 
der stark fluoreszierenden Lôsung auf dem Wasserbade (schlieB- 
lich im Vakuum) und Wiederholen der Ad- 
sorptionsanalyse in einem kleineren MaBstab 
(wobei nur mehr wenig Gelbes haften blieb 
und hôchstens 2 cm nach unten wanderte), 
wird 1,9 g y-Methyhcyclopenteno-phenanthren 
gewonnen. WeiBe, hellblau fluoreszierende 
Blàttchen, Schmelzp. 124 — 125®. 

Nach Beendigung des Reinigungsverfahrens 
zeigt die Quarzlampe an der Stello des ôlhal- 
tigen gelben Ringes stark hellgrüne Fluorescenz 
und, von diesem Bezirk abwarts, das bis ziim 
untoren Rohrende sich verstàrkende blaue Leuch- 
ton des Hauptproduktes, Auf Grund dieser Beobachtung lieBen sich 
zwei krystallisierte Begleiter (Kohlenwasserstoffe) gewinnen. 

b) Bei der Selen-dehydrierung der Chinovaaàure (AgJykon des 
Chinarinden-bitterstoffes Chinovin) und besonders der Brenz- 
chinovasàure haben Wieland, Hartmann und Dietrich die voll- 
kommene Reinigung der gebildeten Kohlenwasserstoffe 
und C25H20 nur auf chromatographischem Wege erreichen kônnen, 
nâmlich durch Filtrieren der Benzollosung (150 mg in 25 cm'^) durch 
aktiviertes Aluminiumoxyd (15 X 1 cm). Der übergegangene 
Kohlenwasserstoff C25H20 wurde dann nach folgender Vorschrift 
in ein Chinon verwandelt. Die Suspension von 0,25 g in 50 cm® sta- 
bilem Eisessig wird mit 0,2 g CrOg 3 Stunden am RückfluB ge- 
kocht. Von geringfügigen ungelôsten Resten saugt man heiB ab 
und fàllt das Oxydationsprodukt mit Wasser. Nach zweimaligem 
Zentrifugieren wird das ziegelrote Chinon genutscht, gründlich ge- 
waschen und auf Ton getrocknet. Krystallisier-ansàtze verliefen 
zunàchst negativ, erst die Reinigung durch Adsorption brachte 
einen Erfolg: 

200 mg Rohchinon in 120 cm® Benzol lieferten bei der Auf- 
teilung auf aktivem AlgOg (15 cm hoch) ein farbloses Filtrat, 
welches alsbald ukVerànderten Kohlenwasserstoff abschied; aus 
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der Entwicklungsflüssigkeit (150 — 200 cm® Benzol) gewinnt man 
noch etwas davon (Schmelzp. 295®). In der Saule blieb eine 4 cm 
hohe, rote Chinon-Schicht hàngen. Sie wurde mit Benzol extra- 
hiert, aus welchem beim làngeren Stehen harte, glànzende, rote 
Blàttchen hervorschossen. Man krystallisiert sie aus Benzol und 
dann aus Pyridin um. Schmelzp. 252 — 255® (unscharf, Zer- 
setzung). 


4. Pflanzliche und tierische Gifte mit sterinartigem 

Gerüst. 

Pflanzliche Herzgifte. 

Jüngst haben Tschesche und Bohle aus kàuf lichen Stro~ 
phanthusSsimen (wahrscheinlich S. Preussii und S. Barteri) den 
in Chloroform lôslichen Anteil der herzwirksamen Glucoside mit 
Hilfe der Adsorptionsmethodik zum Krystallisieren gebracht. 
Das Pràparat erwies sich mit dem Sarmentocymarin C 3 oH 4 ftOg 
von Jacobs und Hetdelberger als identisch. 

5 kg gemahlene Samen wurden im Soxhlet mit Petrolàther 
entfettet, an der Luft getrocknet und mit Methanol ausgezogen. 
Man dampft am Wasserbade ab, nimmt mit Wasser auf, àthert 
die Lôsung aus und schüttelt die wàBrige Schicht 1 Ornai mit 
je 300 cm® Chloroform. Der Abdampfrückstand des Chloroforms 
(hellbraunes 01 17 g) wird im Exsiccator getrocknet und in 
170 cm® Chloroform gelost. Man fügt 1 Vol. Benzol zu und 
gieBt die Flüssigkeit auf AlgOg (nach Brockmann). Die Saule 
ist 80 lange mit Chloroform + Benzol (1:1) nachzuwaschen, 
bis das Filtrat farblos ablàuft. Nun wird das letztere verdampft 
und sein Rückstand mit Methanol aufgenommen. Die über 
Nacht ausgeschiedenen Krystalle lassen sich aus Methanol, hierauf 
aus wàBrigem Aethylalkohol umscheiden und schmelzen dann 
bei 136—137®. 

Das aus Sarmmtogenin C 23 H 34 O 5 , einem weiteren Genin des 
Strophanthus von Tschesche und Bohle bereitete gesàttigte 
Lacton erwies sich als identisch mit dem bekannten Lacton 
aus Digitoxigenin C 23 H 33 O 2 . Der Schmelzpunkt des letzteren 
wird durch fraktionierte Adsorption an Aluminiumoxyd bis zu 
188—189® erhôht. 
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Krotengift. 

Die Isolierung des Hauptgiftes der einheimischen Krôte {Bufo 
vulgaris), des Bufotalins C 26 H 3 g 06 , konnte von Wieland, Hesse 
tind Hüttel auf chromatographischem Wege einfacher iind mit 
weit besserem Ertrag erreicht werden als nach àlteren Verfahren. 
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Das Gift von rund 33000 Tieren wnrde durch Ausdrücken der 
Parotiden mit Pinzetten gewonnen und das in Watte aufgesaugte 
Sekret (netto 439 g), nach dem Trocknen über P 2 O 5 , in drei An- 
teilen verarbeitet. Man hat das Material im Soxhlet innerhalb 
4 — 5 Tagen mit alkoholfreiem Chloroform erschopft, die Extrakte 
im Vakuum stark eingeengt und durch Schütteln mit 11 - Soda ent- 
sàuert (meist Fàllung). Nun wird die Chloroformlôsung (samt 
entstandenem Niederschlag) in viel Petrolàther eingerührt und die 
krümelige, gut getrocknete Fàllung aus Aceton, auf Aluminium - 
oxyd (nach Bbockmann) chromatographiert. Schon eine einzige 
Adsorption führt zu der fast quantitativen Trennung von Bufo- 
talin und von Nebengiften, wàhrend eine weitere Aufteilung der 
letzteren auf diesem Wege nicht moglich war. Beispiel: 

Die mit Petrolàther wie beschrieben erzielte trockene Fàllung 
wog 35 g ; sie wurde in 10 Teilen Aceton gelôst, filtriert und auf die 
Sàule gegossen (16 X 7 cm). Ein natürlicher gelber Farbstoff, 
der ebenso festgehalten wird wie das Bufotalin, diente als Ad- 
sorptions-indicator. Man entwickelt so lange mit Chloroform, bis 
fast das gesamte gelbe Pigment durchgewaschen ist und zerteilt 
dann die Sàule auf Grund ihres Aussehens, der Uviollicht-Fluores- 
cenz sowie der LiEBERMANN-Reaktion (links Dicken in Millimeter) : 
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10 I. Zone, braim, fluoresziert blau, Farbreaktion schwach (ver- 
worfen). 

90 II. Zone, farblos, fluoresziert grün, LiEBERMANN-Reaktion 
rosa -blau -blaugrün . 

40 III. Zone, enthielt das obéré Ende des fast ganz durchgewaschenen 
gelben Farbstoffes. Keine Fluorescenz. LiEBERMANN-Reak- 
tion derjenigen des Bufotalins sehr àhnlich. 

20 IV. LiEBERMANN-Reaktion des reinen Bufotalins: rot-violett- 
blau-griin. 

Aus der II. Zone wurden, nach der Elution mit warinem Chloro- 
form Methanol (1:1), 3,2 g Nebengiftgemisch auskrystallisiert 
(Schmelzp. 210®); auch III. enthàlt im wesentlichen noch Neben- 
gifte (2,2 g), wàhrenddie IV. Zone 3,2 g Bufotalin liefert (Schmelz- 
punkt 147®). Aus dem gelben Filtrat wurde die grôBte Menge des 
krystallinischen Haiiptgiftes isoliert, nàmlich 5,4 g Bufotalin vom 
Schmelzp. (148®) 222® und 0,6 g, Schmelzp. 146®. 

Aus der ganzen Sekretmenge liefien sich in einem Arbeitsgang 
27,4 g Bufotalin und 15,3 g Nebengiftgemisch fassen. 

Zur raschen Reinigung von Bufotalin-Pràparaten ist eben- 
falls die Chromatographie geeignet: Bufotalin (Schmelzp. 145®) 
kann durch einmalige Adsorption aus Aceton und Nachentwickeln 
mit Chloroform in ein Pràparat mit dem Schmelzp. (148®) 222® 
übergeführt werden; Ausbeuten: 85% reine Substanz und 10% 
Nebengifte. 

Die nicht mehr krystallisieronden Mutterlaugon der Gonino 
wurden veroinigt und eintrocknen gelassen, worauf man die zâhe 
Schmiere mit Chloroform aufnimmt, mit Sodalôsung und Wasser 
.schüttelt, mit viel Petrolather fallt und den Niedcrschlag wie oben 
chromatographiert. Rohertrage: 8,1g Bufotalin und 13,5g Neben- 
giftgemisch. Die beschriebenen Operationen kônnon noch ôfters 
wiederholt werden, allerdings sinken die Ausbeuten rasch. (Eine 
Behandlung mit Petrolather ist unnôtig.) 

Auch die Gewinnung des Cinobujagins CgsHggOg aus einer 
chinesischen Droge (,,Ch^an Su“), welche aus dem Parotissekret 
der chinesischen Krôte {Bufo gargarizans) erzeugt wird, gelingt 
nach Tschesche und Offe (1, 2) am besten chromatographisch. 

Man extrahiert das Material im Soxhlet- Apparat mit Chloro- 
form, bis das Lôsungsmittel farblos ablàuft, dampft den Extrakt 
auf dem Wasser bad bis zu einem dicken 01 ein und versetzt das 
letztere mit Benzol, Solange kein Niederschlag entsteht. Giefit 
man nun die Losung auf eine Aluminiumoxyd- Saule (nach Brock- 
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MANN), so zeigen si ch 3 — 4 gelbe Scheiben im oberen Viertel der 
Füllmasse, welche langsam nach iinten wandem. In der Gegend 
des ersten Ringes befand sich der Hauptanteil des Bufagins. Man 
arbeitet mit derselben Saule weiter, bis eine dunkle Zone fast das 
untere Ende des Rohres erreicht batte, dampft dann das gold- 
gelbe Filtrat zur Trockne, rührt den Rest mit wenig Essigester 
an, reibt oder impft. Die erhaltenen Krystalle werden wiederholt 
aus Alkohol umgelôst. Endertrag 15 g Cinobufagin, au s 2,5 kg 
Droge, Schmelzp. 223®. Man kann den letzterwàhnten Trocken- 
rückstand auch direkt acetylieren. 

Reinigimg der Desacetyl-hexahydro-cinobufagonsauro : Tsciiescu e 
und Offe (2). 

Angaben über Adsorptions- und Elutionsverhàltnisse eines Schhin- 
gengiftes : Tsuchiya. 

5. Alkaloide. 

Auf diesem Gebiete erôffnen sich mannigfache Verwendungs> 
môglichkeiten für das TswETTSche Verfahren, welche noch bei 
weitem nicht ausgenutzt sind. Man wird in zahlreichen Fàllen 
entweder die Alkaloidsalze in wasserhaltigem bzw. wàfirigem 
Medium untersuchen kônnen oder aber die Basen selbst, in wasser- 
freien Lôsungsmitteln. Für den letzteren Fall ist die Füllung des 
Rohres mit einem sauren Adsorbens naheliegend, jedoch nicht 
unbedingt erforderlich . 

Chinin und Cinehonin. 

Karrer und Nielsen ist die Trennung von Chinin und Cm- 
chonin in einer Floridin-XXF- Saule gelungen. Man lôst je 100 mg 
Base in Chloroform -f Benzol (1:1) und chromatographiert in 
einer Uviolglasrôhre, wobei mit Chloroform + Benzol (jetzt 
4:1) entwickelt wird. Im Lichte der Quarzlampe sah man drei 
Schichten f luoreszieren : oben: hell-lila, dann: silberglànzend, 
unten: braun. Die oberste Zone gab an siedenden Alkohol eine 
Substanz ab, die bei 208® schmolz, die mittlere eine solche mit 
dem Schmelzp. 50®, der unterste, dunklere Bezirk gar nichts. Die 
erstere Fraktion zerfiel bei erneuerter Chromatographie in drei 
Scheiben, von welchen die oberste reines Cinehonin (Schmelzp. 254®) 
liefert, wàhrend das zweite Pràparat ein Chromatogramm ergab, 
aus dessen mittlerem Anteil reines Chinin gewonnen wurde 
(Schmelzp.: wasserh’altig 56®, wasserfrei 177®). 
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Mutterkornalkaloide. 

Es bedeutet einen groBen Fortschritt, daB es der Chemischen 
Fabrik vorm. Sandoz gelungen ist, die Trennung, Zerlegung und 
Reindarstellung von sehr empfindlichen Alkaloiden des Mutter- 
korns (Claviceps purpurea) durchzuführen. Es handelt sich hier 
um Ergotamin G 33 H 35 O 5 N 5 , Ergotaminin C 33 H 35 O 3 N 5 , ferner um 
Ergotinin C35H39O5N5 und sein Isomères Ergotoxin C35H39O5N5. 

Von der Adsorptionssàule werden nicht etwa die schwerer 
loslichen, physiologisch wenig wirksamen Alkaloide Ergotaminin 
bzw. Ergotinin zurückgehalten, sondern die viel leichter loslichen 
Tràger der Mutterkornwirkung, nàmlich Ergotamin und Ergotoxin. 
Ferner gelang nicht nur die Zerlegung von ballastfreien Ergo- 
tamin + Ergotaminin- und von Ergotoxin + Ergotinin- Gemi- 
schen sowie die Isolierung der Ergotoxin-Base in krystallisierter 
Form, sondern auch die Verarbeitung von Rohextrakten. EndHch 
erwiesen sich die früher bekannten Pràparate ,,Sensibamin“ und 
,,Ergoclavin“ (Brit. P. 388529, DRP. 606778) in der TswETTschen 
Saule als uneinheitlich. 

Reindarstellung von Ergotamin ans einem Eohextrakt, 100 cm® 
eines ergotaminhaltigen Rohauszuges (Benzol) wurden durch die 
mit Benzol angefeuchtete Milchzuckersàule (120 g) geschickt. 
Beim Nachwaschen mit Benzol làuft zuerst eine alkaloidfreie, 
ôlhaltige Lôsung ab, dann eine solche mit Spuren von rechts- 
drehendem Ergotaminin, schlieBlich die Hauptfraktion, links- 
drehendes Ergotamin von hohem Reinheitsgrad enthaltend. Man 
dampft bei tiefer Temperatur im Vakuum ein, nimmt mit wasser- 
haltigem Aceton auf und erhàlt fast wasserhelle, rhombische 
Prismen und Tafeln. 

Kryatallisiertes Ergotoxin ans dem Oesamtalkahid. 1 g in 50 cm® 
Chloroform wird durch AI 2 O 3 (nach Brockmann) geschickt. Beim 
Entwickeln der Schichten und Ausziehen gehen zuerst alkaloid- 
freie Substanzen ab, dann eine rechtsdrehende Alkaloidlôsung, 
aus welcher, je nach Herkunft und Verarbeitung der Droge, mehr 
oder weniger Ergotinin-Krystalle isoliert werden konnen. Spàter 
durchlaufende Anteile drehen nach links und gaben beim sorg- 
fàltigen Abdampfen (Raumtemperatur) einen Rückstand, der aus 
Benzol sofort krystallisierte und sich als reine Ergotoxin-Base 
erwies. 
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Trennung eines Gemisches von Ergotamin und Ergotaminin. 
120 g Aluminiumoxyd (nach Brockmann) werden in einem Rohr 
(40 X 2,2 cm) mit reinem Chloroform durchtrânkt und dann je 
0,5 g der beiden Alkaloide in 100 cm^ Chloroform eingeführt. 
Man entwickelt mit demselben Solvent und erkennt eine Schich- 
tung unter der Quarzlampe. Eine schmalere, stark alkaloidhaltige 
Zone làuft zuerst ab, dann folgt eine alkaloidarme Fraktion, 
wàhrend der obéré Bezirk der Kolonne lebhaft violettweiB fluores- 
ziert. Die ersten Filtratanteile (50 cm^) drehen nach rechts 
(^xd = + 8,38®, im 2-dm-Rohr), bei den weiteren 200 cm® geht 
die Rechtsdrehung stàndig zurück und es folgt (nach sehr alkaloid- 
armen Zwischenfraktionen) die linksdrehende Lôsung des Ergo- 
tamins. Die rechtsdrehenden Anteile werden im Vakuum ein- 
gedampft (0,52 g) ; durch einmaliges Umkrystallisieren aus 
Pyridin erhàlt man reines Ergotaminin in hoher Ausbeute. Die 
linksdrehenden Extrakte gaben 0,33 g reines Ergotamin, das aus 
wasserhaltigem Aceton auskrystallisiert. 

Trennung eines Gemisches von Ergotoxin und Ergotinin. Je 
0,5 g amorphe Ergotoxin-Base und krystallisiertes Ergotinin 
werden, wie soeben beschrieben, verarbeitet. Beim Entwickeln 
und Ausziehen der Adsorptionsschichten erhàlt man auch hier 
zuerst rechtsdrehende Fraktionen, die wohlkrystallisiertes Ergo- 
tinin liefern. Der Trockenrückstand der linksdrehenden Anteile 
wird in môglichst wenig Benzol gelôst ; beim Stehen erscheint 
krystallisierte Ergotoxin-Base in guter Ausbeute, trotzdem die 
Ausgangssubstanz amorph war. 

Die Aufteilung des ,,Sensibamins'^ (1 g in 100 cm® Chloroform) 
gelang auf àhnlichem Wege. Nach dem Entwickeln und Aus- 
ziehen tropft zuerst eine rechtsdrehende Flüssigkeit ab (sie liefert 
Ergotaminin-Krystalle aus Pyridin), dann folgt die Lôsung des 
linksdrehenden Ergotamins (isolierbar aus wàBrigem Aceton). Das 
„Ergoclavin'' kann ebenso aufgeteilt werden, wenn nôtig, unter 
Wiederholung des Adsorptionsversuches. 

6. Enzyme, Co-enzyme, biochemische Aktivatoren. 

Die Méthode ist auch auf diesem Gebiete noch weitaus un- 
genügend verwertet worden. DaB aber die Aussichten nicht 
schlecht sind, geht aus den Enzymforschungen von Willstâtter 
hervor, in welchen Adsorptionen und Elutionen bekanntlich die 
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entscheidende RoUe gespielt haben. Es handelt sich also nur 
darum, die besonderen Vorteile auszunützen, welche von der 
TswETTschen Arbeitstechnik geboten werden. Tastversuche der 
Literatur deuten hier anf einen baldigen Fortschritt. 

Adler und Miciiaelis ist zwar die Trenniing von Dehydrase 
und Flavinenzym anf Aluminiumoxyd nicht gelungen, da die beiden 
Komponenten sich diffus über die Saule verteilten, immerhin fand 
im unteren Bezirk des Adsorbens eine Verarmung an Flavin und 
Anreicherung der Dehydrase statt. 

Trennung von Co-Zymase und Co-Dehydrase II nach Euler 
und Adler. Die genannten Autoren fanden in der Hefe zwei Co- 
Dehydrasen vor, nàmlich: 

Co-Zymase: notwendige Komponente des Systems der Alkohol- 
dehydrase aus Hefe, aber im System der Robisonester-Dehydrie- 
rimg unwirksam; 

Co-Dehydrase II: umgekehrtes Verhalten. 

In wàBriger Lôsung, auf Aluminiumoxyd (nach Brockmann) 
chromatographiert, lâBt sich die Co-Dehydrase II im obersten 
Teil der Saule festhalten, wàhrend die Co-Zymase beim Ent- 
wickeln in das Filtrat gelangt. Zur Untersuchung der einzelnen 
Sâulenteile muBte hier empirisch verfahren werden: man prüfte 
die Teileluate in den Systemen der Robisonester-Dehydrierung 
sowie der Alkoholdehydrierung und der alkoholischen Gàrung. 
Die Ultra -chromatographie versagt, da Begleiter fluoreszieren. 

100 mg eines mittelguten Pràparates (erhalten aus der Cupro- 
fàllungs-Mutterlauge einer Co-Zymasedarstellung) wurden in 10 cm^ 
Wasser gelôst, filtriert und in der AlgOg-Sàule (8 X 0,7 cm; durch 
Aufschütten einer wàBrigen Suspension bereitet) zerteilt. Unter 
schwachem Saugen wurde zuerst mit 15 cm^ Wasser nachge- 
waschen und das erste Filtrat (21 cm^) gesondert aufgefangen, 
worauf man weitere 100 cm^ Wasser nachgofî (,,Wasch wasser ‘‘ 
94 cm^). Versuchsdauer 2 Stunden. Der obéré (fluoreszierende) 
Sàulenteil wurde in kleinere, der übrige in grôBere Stücke zer- 
schnitten, die im Vakuum getrocknet und gewogen wurden. Man 
prüft die Adsorbate nach der Gàrungsmethode auf ihren Co- 
Zymasegehalt und ferner wird ihre Wirksamkeit in den Systemen 
der Alkohol- sowie der Robisonester-Dehydrase untersucht (Thun- 
BERG-Versuch). Ergebnis: von den 2260 Co-Zymase-Einheiten 
befanden sich 1980 im Waschwasser, wàhrend von den 452 
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•Co-Dehydrase-II-Einheiten die drei obersten Bezirke des Ad- 
sorbens 294, 140 bzw. 18 enthielten; die übrigen Zonen sowie 
Filtrat und Waschwasser waren davon frei. Es bat also eine gu te 
Trennung stattgefunden. 

Neue Versuche werden von Euler und Schlenk angekündigt. 

Die CO’Dehydraae II liefî sich auch in der RinderZe 6 er nach- 
weisen (Das). 10 cm^ einer Lôsung von HARRisoNschem Co-Fer- 
mentpràparat (entspr. 50 g Aceton-Trockenleber) wurden auf 
AI 2 O 3 (nach Brockmann, 5 X 0,7 cm) gegossen. Nachwaschen 
mit 50 cm® Wasser, Zerschneiden in 5 Teile. Die drei obersten 
Schichten enthielten Co-Dehydrase II, sie waren aber frei von 
Co-Zymase. Prüfung wie oben angeführt. 

7. Vitamine. 

Vitamin A. 

Reindarstellung, Dieser lipoidlosliche Wachstumsfaktor, der 
sich im Tierkôrper, bekanntlich aus dem Carotingehalt der 
pflanzlichen Nahrung bildet, wird reichlich von Lebern gewisser 
Fische dargeboten. 

Aus'den Leberôlen von Hippoglossus hippoglossus (Heilbutt) 
bzw. von Scombresox saurus (Makrelenhecht) haben Karrer, 
More und Schôpp einen Auszug mit tiefsiedendem Petrolàther 
bereitet, der mittels 12proz. alkoholischem Kali, bei 60®, unter 
Stickstoff, innerhalb 1 Stunde verseift wurde. Der mit Petrol- 
àther extrahierte, unverseifbare Anteil enthàlt bedeutende Sterin- 
mengen und wird beim Verdampfen des Lôsungsmittels nahezu 
fest. Durch Auflôsen in heiÛem Methanol und mehrstündiges 
Aufbewahren bei — 15® krystallisierten die Sterine fast vollstàndig 
aus. Sie wurden bei — 15® abgesaugt; aus dem Filtrat konnte 
nach làngerem Stehen im Kàlteraum noch etwas Sterin entfemt 
werden. Eine weitere Reinigung wird durch Ausfrieren von 
Flocken aus Methanol, in Kohlendioxyd-Aceton-Mischung erzielt. 
Das Vitamin bleibt dabei in Losung. Nun verdünnt man die 
Flüssigkeit mit Wasser und erschôpft sie mit leichtem Petrol- 
àther. 

Schon die beschriebenen Operationen bedingen eine weit- 
gehende Anreicherung von Vitamin, dessen Reindarstellung jedoch 
erst im Wege der Chromatographie gelingt: 
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Die Petrolàtherlôsung wurde durch eine Saule von Fasertonerde 
(Merck) gesaugt, wobei das Vitamin in einer mittleren Schicht 
hàngen blieb (darüber : Spur Sterin, tief unten : niedriger molekulare 
Begleiter). Man eluiert die Hauptzone zweckmàBig mit Methanol, 
führt den Stoffinhalt in Petrolàther über und wiederholt die 
Adsorptionsanalyse noch zweimal. Der Petrolàther làfit schliefilich 
ein aiiBerordentlich reines Vitamin- A-Pràparat C 20 H 30 O zurück, 
dessen CLO-Zahl bis zu 10500 reicht. Die letztere Konstante lieB 
sich durch weitere Adsorptionen oder durch AcetyHeren und 
Regenerieren nicht mehr erhôhen. 

Erst die Chromatographie verhalf also zu analysenreinen Pro- 
dukten imd sie führte auch zur Aufstellung der folgenden Struktur- 
formel : 

CH3 CH3 

\/ 

C 

/\ 

CH 2 C— CH - CH— = CH— CH= CH— 0 = C H— CH 2 OH 

I II I I 

CHa C— CHg CH3 CH3 

Vitamin A (naeh Karrer, More und Schôpp). 

Wàhrend die Leistungsfàhigkeit der Tonerde- Saule mit den 
obigen Ergebnissen erschopft war, konnten Karreb und Morf 
(s. auch Karrer, Walker, Schôpp und Morf) noch einen Schritt 
weiter vordringen, als sie das AlgOg durch eine Calciumhydroxyd- 
Sâule ersetzten. Nun zerfiel ihr bestes Pràparat in zwei ungleiche 
Schichten : 

Oben: /9-Fraktion des A-Vitamins (Hauptanteil) : zeigt scharf 
die Zusammensetzung C 20 H 30 O und das charakteristi- 
sche Lichtabsorptionsmaximiim bei 325 — 328////; 

^325f(p ~ c®" 1700 (Iproz. Lôsung). Sie lôst sich in Anti- 
montrichlorid-Chloroform mit tiefblauer Farbe (opt. 
Schwerpunkt 622////). 

unten: (X-Fraktion (nur einige Prozente, vielleicht ein Oxydations - 
produkt); enthàlt weniger Kohlenstoff, zeigt ein Maxi- 
mum gegen 270 //// und gibt mit dem Carr-Price- 
Reagens eine violette Lôsung (680////). 

Durch Adsorptionen an Fullererde haben van Eekelen, 
Emmerie, Juliijs und Wolff schon früher eine Scheidung des 
Vitamins in zwei Anteile vorgenommen. 

Zechmeister-Choinoky, Adsorptionsmethode. 12 
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Es sei vermerkt, da6 man nach Heilbron, Heslop, Morton, 
Webster, Rea und Drummond auch im Wege von Hochvakuuni- 
destillationen zu reinen Vitamin-A-Pràparaten gelangen kann, 
deren Kennzahlen mit Hilfe der TswETTschen Methodik kaum mehr 
abgeàndert werden. 

Zu solchen Versuchen wurde die auf S. 52, Abb. 10 wiedergegebene 
Vorrichtung angewandt, welche mit einor 75 cm hohen Schicht von 
Fasertonerde gefüllt war. Vorher habeii die Autoren das Adsorbens 
zwischen 150 — 200® in reinem Stickstoffstrom getrocknet, den 
Apparat gleichfalls mit Ng gründlich durchspült, worauf eino Lôsimg 
von 2,5 g Vitamin A in 25 cm® leichtem Petrolâther langsam ein- 
gesickert wurde. Nach dem Entwickeln mit dem gleichen Solvent 
hat man das Glasrohr in drei Teilo zerschnitten, die Fraktionen mit 
je 50 cm® heiBem Holzgeist eluiert und dessen Inhaltsstoff, nach dem 
Verdünnen mit je 200 cm® Wasser, in Petrolâther zurückgeführt. 

Chromatographische Gewinnung von A-Praparaten aus dem 
Leberôl der Theragra chàlcogramma: Hamano. 

Wàhrend die KARRERschen Versuche, wie erwàhnt, zur Auf- 
teilung der hôchstkonzentrierten A-Pràparate in zwei Kompo- 
nenten geführt haben, ergab sich bei den Versuchen von Castle, 
Gillam, Heilbron und Thompson ein noch verwickelteres Bild. 
Die Lôsung von 0,5 g Konzentrat in Benzin (Siedep. 60 — 80®) 
wurde in einer hohen Calciumhydroxyd- Saule (51 X 4 cm) chro- 
matographiert und mit einigen Litern des genannten Solvents 
gewaschen. Alsbald erschien eine hellgelb-braunliche Zone, die 
schlieBlich bis zur halben Hôhe gesunken war, und dann aus 
zwei breiteren, schokoladebraunen Bezirken sowie aus einigen 
dünnen Strichen bestand (Abb. bei Castle u. Mit.). Insgesamt 
zeigte das Rohr fünf verschiedenartige Abschnitte: 

Oben: Oxydationsprodukt des Vitamins (kaum gefàrbt), 

Hauptschicht : Vitamin A = Vitamin A von Karrer, 
etwas rotes Material (s. oben), wahrscheinlich wahrend 
der Adsorption gebildet, vieil eicht Polymerisate enthal- 
tend, 

eine Schicht, dem KARRERschen a -Vitamin A entsprechend 
(,,Hepaxanthin“, vielleicht ein Zersetsungsprodukt), 

unten: gelbe Nebenzone, unbekannt (389, 369, 348 in Alko- 
hol). 

Die Darstellung von hochgereinigten A-Pràparaten nach dem 
Prinzip des ,,flüssigen Chromatogramms“ gelang Holmes, Cas- 
siDY, Manly und Hartzler. Nachdem Cholesterin und andere 
Begleiter aus einer Pentanlôsung des unverseifbaren Heilbutt- 
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leberôl-Anteiles ausgefroren wurden, haben die Autoren die Ad- 
sorption zuerst auf Norit A (aktiviert im Ng-Strom), sodann in 
der Magnesiumoxyd- Saule (zur Beschleunigung der Filtration mit 
1 Teil Silicaerde ,,Hyflo Super CeV verdünnt) vorgenommen. 

In den auf S. 52 erwahnten Apparat (Abb. 11), der stàndig 
mit reinem Stickstoff gefüllt war, wurde eine dünne Suspension 
von Norit in Pentan eingeführt und Glasblàschen durch Klopfen 
daraus entfernt. MaBe des Adsorbens 23 X 2,5 cm (40 g); auf- 
geteilt wurden je 6 g Konzentrat in 50 cm^ Pentan. Die Einzel- 
filtrate lagen zwischen 50 und 150 cm^. Durch entsprechendes 
ôffnen und SchlieBen der Sperrhâhne wurde erreicht, daB die Luft 
au ch wàhrend des Wechselns der Vorlage ausgeschlossen blieb; 
ferner wurden s têts mit Stickstoff vorgefüllte Vorlagen ange- 
hàngt. Das reine Endprodukt war in bezug auf den Blauwert 
14000mal kraftiger als das Leberol. 


Trennung von Vitamin A und Carotinoiden. 

Wie Karrer und Schôpp finden, gelingt diese Scheidung 
sowohl in Anwesenheit von Carotin als auch von Xanthophyll 
sehr glatt. Das Vitamin A wird nàmlich zufolge seines Alkohol- 
charakters stàrker adsorbiert als Carotin, jedoch viel schwàcher 
als Xanthophylle, welche ein làngeres Chromophor und 2 OH- 
Gruppen besitzen. 

a) Trennung von Vitamin A und Carotin, Man saugt die 
Petrolàtherlosung durch eine Fasertonerde- Saule und spült mit 
Petrolàther nach. Die oberen Bezirke enthalten nur das Vitamin, 
darunter sieht man die Carotinzone, eventuell noch A-Spuren 
enthaltend, welche aber bei einer Wiederholung des Versuches sich 
leicht ausschalten lassen. Elution mit Petrolàther -h Methanol 9:1. 

b) Trennung von Vitamin A und Xanthophyll (oder Zea- 
xanthin usw.). Man schickt die Losung (Benzin oder Benzol + 
Benzin) durch Calciumcarbonat, wobei das Vitamin vollstàndig 
in das Filtrat gelangt. Ein Ansatz genügt. 

Auf diesem Wege konnten Gillam und Heilbron das Vor- 
kommen von Vitamin A im Eidotter beweisen. Die Âtherauszüge 
wurden verseift, von Sterinen befreit und zwischen Petrolàther 
sowie 90 — 92proz. Methanol entmischt, worauf man die hypo- 
phasischen Stoffe mit Wasser in Benzin führt und nach b) aufteilt. 


12 * 
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S. auch einige Angaben von Holmes, Delfs imd Cassidy. All- 
gemeines über das Adsorptionsverbalten des Vitamins A im Vergleich 
zum Carotin, namentlich auf Blutkohle; Bowden und Bastow. 

Im Anschlufi an das A-Vitamin sei noch die folgende Literatur- 
stelle erwàhnt : Nach Emmerie lâfit sich, durch energisches Verseifen 
der aus Lebertran erhaltenen Fettsàuren mit kochendem alkoholi- 
schem Kali, eine gelbe amorphe Substanz chromatographisch isolieren 
(akt. AI 2 O 3 , Benzin; Waschen mit Sprit, Elution mit verdünntem 
alkoholischem KOH), die mit dem CARR-PRiCE-Reagens eine violette 
Farbreaktion gibt. Ausbeute: wenige Milligramme aus 15 g Fett- 
sauregemisch. 

Das Vitamin B 2 (Lactoflavin) 
wurde als Farbstoff bereits S. 184 besprochen (Flavine). 


Vitamin D. 

Das antirachitisch wirksame Vitamin wurde als Bestrahlungs- 
produkt des 7-Dehydro-cholesterins von Windaus, Schenck und 
V. Werder isoliert und gleichzeitig von Brockmann (3) aus dem 
Leberol des Thunfisches herausgearbeitet. Im Verlaufe beider, so 
verschiedenen Arbeitswege * verhalf die Chromatographie zum 
Erfolg, (s. auch Neracker und Reichstein). 
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T-Dehydro-cholesterin . 

Die Untersuchungen sind von methodischem Standpunkt aus 
U. a. deshalb intéressant, weil zunàchstein Ester bereitet, chromato- 
graphiert und krystallisiert wurde, nach dessen Aufteilung das 
eigentliche, reine Vitamin sich freilegen lieB. Zur Isolierung aus 
Thunfischleberôl diente einleitend ein mehrfàltiges Entmischungs- 
verfahren ; hierauf nahm man die weitgehende, chromatographische 
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Anreicherung des Vitamins vor. Bemerkenswert ist auch die Ver- 
wendung eines Farbstoffes zur Markierung der Dg-Zone. Die Arbeit 
von Brockmann (3) bringt gleichzeitig eine Trennung der im 
Leberol enthaltenen Vitamine A und D. 

CH3 

CHa 

I 

CHa 

1 

CHa 

I 

CH— CH3 

I 

CH3 


a) VitaminD3aus7-Dehydro-cholesterin(WiNDAUs, ScHENCKund 
Werder). Die Benzollôsung von 6,3 g T-Dehydro-cholesterin wurde 
3^/4 Stiinden in einer kleinen Quarzwalze mit Mg-Funken bestrahlt. 
Nach dem Verjagen des Benzols im Vakuum lôst man den Rück- 
stand in 60 cm^ Alkohol, versetzt ihn mit einer Losung von 8 g 
Digitonin in 120 cm^ siedendem Alkohol, dampft (ohne Rücksicht 
auf den Niederschlag) zur Trockne und extrahiert den Rest mehr- 
mals mit kochendem Petrolàther. Der Auszug wird wieder ein- 
gedampft, das Hinterbliebene mit 15 cm^ Petrolàther und 2 cm^ 
Citraconsàureanhydrid versetzt, dann mit so viel abs. Ather, dafi 
klare Losung entsteht. Nach 6tàgigem Aufbewahren (20®) gibt 
man 40 cm® lOproz. methanolisches Kali zu, làfit 12 Stunden stehen, 
verdünnt mit Wasser, schüttelt mit Petrolàther aus, trocknet 
und dampft den Auszug im Vakuum ein. Es hinterblieb ein hell- 
gelbes Harz, das ebensowenig krystallisierte, wie das aus einer 
Probe bereitete 3,5-Dinitrobenzoat. 

Zur Reinigung wurde das Harz in Benzin + Benzol (4:1) auf 
Aluminiumoxyd verarbeitet. Elution mit me thanolhaltigem Ben- 
zol. So wurden drei Anteile gewonnen und jeder mit 3,5-Dinitro- 
benzoylchlorid in P3a’idin verestert. Das aus dem mittleren 
Sàulenbezirk stammende R^ktionsgemisch schied allmàhlich 
gelbe Nadeln des Vitamin-Dg-Dinitrobenzoates C34H430eN2 ab, 
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Vitamin D3. 
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welche, mehrmals umkrystallisiert, bei 129® schmolzen. Nach dem 
Verseifen mit methanolischem KOH wurde das Vitamin in Form 
eines Ois gewonnen. Antirachitische Grenzdosis an der Ratte: 
0,05 y, Spektrum: wie Vitamin D 2 . 

b) Isolierung des Vîtamîns D3 aus Thunfischleberôl (Brockmann 3). 
Aile Losimgsmittel sind sorgsam zu roinigen. Die einzelnen 
Fraktionen des Anreicherungsversuches wurden nach dem Entfernen 
des Lôsungsmittels sofort in Exsiccatoren gebracht, die man viermal 
auf 1 mm evakuiert und jedesmal mit O-freiem CO 2 durchspült. 

,,A“ bedeutet Vitamin-A-Gehalt, aiisgedrückt in CLO-Einheiten. 

,,D“ bedeutet Vitamin -D-Gehalt, aiisgedrückt in internationalen 
Einheiten (lE) pro Milligrarnm Substanz. 

Je 100 g Thunfischkonzentrat (Vitamin-D-Gehalt 0,32%; 
A = 2900 CLO ; D = 80 lE pro Milligrarnm) wurden in 2 1 Normal- 
benzin (Kablbaum) 16mal mit je 500 cm® 90proz. Methanol aus- 
geschüttelt. Die Unterschicht wurde bis zu einem 50proz. Metha- 
nolgehalt mit Wasser verdünnt und mit Benzin erschopft. Im 
letzteren Auszug: 50,5 g Substanz, A = 580, D = 140. Man ver- 
dünnt mit Benzin auf 1,51 und schüttelt 12mal mit je 500 cm® 
95proz. Methanol. Aus der methylalkoholischen Phase wurde 
(nach dem Verdünnen zu 50% CH3OH) ein Benzinauszug bereitet; 
derselbe enthielt 30 g Substanz, A = 500, D = 280. 

Je 20 g des letzteren Pràparates lôst man in einem Gemisch 
von 100 cm® Benzol -|- 400 cm Normalbenzin und filtriert es durch 
eine Saule von ,,Aluminiumhydroxyd III‘‘. Nachwaschen mit 
1,2 1 Lôsungsmittel. Im Filtrat: 5,8 g Ôl, A = 550, D — 800. Je 
10 g dieses Pràparates wurden zusammen mit 100 mg Indicator- 
rot 33 in 600 cm® Benzol Benzin (1:4) aufgenommen und durch 
eine Aluminiumhydroxyd-IILSaule filtriert, Beim Nachwaschen 
mit 3 1 Lôsungsmittel entstand das folgende Bild : 

Oben : hellgelb, 
rosa, 

rot, enthàlt 2,9 g Ôl, D = 2000 lE (und Indicatorrot), 

unten: bràunlichgelb. 

Man hat das Ol (2,9 g) in 200 cm® Benzol + Benzin (1:4) 
gelôst, von auskrystallisiertem Indicatorrot filtriert und die 
Chromatographie wiederholt. Nachwaschen mit 1,5 1 Lôsungsmittel : 

Oben: hellgelb, 

rot, enthàlt 0,9 g Ôl, D = 5500 lE (und Indicatorrot), 

unten: gelb. 
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Das vom Solvent befreite 01 (0,9 g) wurde in 50 cm^ Benzin 
aufgenommen und so lange mit 20proz. methanolischem Kali 
(80 Vol.-% CH3OH) durchschüttelt, bis die Benzinschicht farb- 
stoff-frei geworden ist. Das diirch Abdampfen des Benzins ge- 
wonnene 01 lôste sich in wenig heifiem Methanol, ans welchem 
beim Erkalten die Hauptmenge des Cholesterins sich abschied. 
Das Filtrat wurde mit Digitonin aufgekocht, zur Trockne ver- 
dampft und der Rückstand mit heiBem Benzin erschôpft. Das 
Benzin hinterlieB beim Verjagen eine cholesterinfreie Fraktion, 
D 6700. 

750 mg des letzteren Pràparates wurden in 4 cm^ reinstem 
Pyridin (über BaO getrocknet) gelôst und mit einer Lôsung von 
frisch destilliertem S^ô-Dinitro-benzoylchlorid in 3 cm^ Pyridin ver- 
setzt. Nach kurzem Erwàrmen am Wasserbad stand das Gemisch 
2 Tage bei 20®, unter CO2, und wurde dann in Natriumbicarbonat- 
losung gegossen. Man schüttelt mit Benzol durch, wàscht den 
Auszug mit Bicarbonat, verd. Essigsâure, schlieBlich mit Wasser, 
verdampft das Benzol, lost seinen Rückstand in 70 cm® Benzol -j- 
Benzin 1 : 4 (eine kleine Menge hinterbleibt), gieBt die Flüssig- 
keit auf eine Aluminiumhydroxyd-III- Saule und wàscht mit dem 
gleichen Lôsungsmittel nach. 4 Zonen. Das Eluat der untersten 
Scheibe zeigt nach dem Verdampfen 10000 lE. Dies Ol wurde in 
wenig heiBem Ace ton gelost und mit Methanol bis zur beginnenden 
Trübung versetzt. Das zunàchst ausgefallene Ol schied büschelig 
vereinigte, gelbe Nadeln ab. Nach làngerem Stehen im Eisschrank 
wurde die Mutterlauge abgegossen und aus dem Rückstand der 
olige Anteil mit leicht siedendem Petrolàther von den Krystallen 
abgelôst. Zweimaliges Umkrystallisieren aus Aceton Methanol. 
Schmelzp. 128 — 129®, identisch mit dem unter a) beschriebenen 
Ester. Durch Verseifen (Kochen mit 5proz. methanolischem Kali, 
Y2 Stunde, unter Ng) entsteht das olige Vitamin D3, mit einem 
D-Wert — 25000 lE (Ratte). 

c) Versuche zur Trennung von Ergosterin (Pro vitamin D) 
und Cholesterin, Das Ergosterin enthàlt 3 Doppelbindungen und 
ist stàrker adsorbierbar als Cholesterin (1 FFormeln S. 184— 185). 

Eine gewisse Anreicherung des Ergosterins aus HandeU- 
cholesterin gelang Winterstein und Stein (1), nàmlich durch 
Chromatographie von 20 g Rohprodukt (enthaltend 5,6 mg Er- 
gosterin) in 300 cm® Benzin -f Hexan 1:1, auf aktiviertem Alu- 
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miniumoxyd (15 X 5,5 cm). Nach dem Entwickeln mit demselben 
Solvent und dem empirischen Zerschneiden der Saule in fünf gleiche 
Teile, wurde der Ergosteringehalt spektrographisch bestimmt: 

Oben: I. Zone, enthâlt 4,1 g Substanz, davon 4 mg Ergostorin, 

II. Zone, enthàlt 4,55 g Substanz, davon 1,6 mg Ergo- 
sterin, 

unten: III. — V. enthalten ca. 10 g Substanz; frei von Ergosterin. 

Die Ergosterin-Konzentration bat si ch in der I. Schicht 3,5fach, 
nach einem zweiten Adsorptionsversuch 6fach angereichert. 

Karrer und Nielsen zerlegen die Benzollosung eines künst- 
lichen Gemisches von 50 mg Cholesterin + 100 mg Ergosterin auf 
AI2O3 und waschen mit I 1 Benzol nach. Es lieBen sich im Quarz- 
licht mehrere fluoreszierende Bezirke unterscheiden, welche ge- 
trennt und mit kochendem Athanol + Benzol (3:7) eluiert 
wurden. Nach dem Abdampfen krystallisierte man die Rückstànde 
aus Weingeist um. 

Oben: I. keine Substanz, 

II. wcnig „ (Schmelzp. 149®), 

III. mehr „ ( „ 145®), 

IV. mehr „ ( „ 139®), 

V. Spuren „ 

unten: VI. keino ,, 

Der Stoffinhalt der Schichten III sowie IV wurde nochmals 
chromatographiert : die erstere Zone lieferte ein Pràparat mit dem 
Schmelzp. 156® (Ergosterin schmilzt bei 157®), die zweite ein 
solches vom Schmelzp. 143® (Cholesterin: 146®). Das Ergosterin 
war fast rein, die Cholesterin -Eraktion noch ergosterinhaltig. 
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d) Die Isolierung von Ergostcrin aus Eiern gelang jüngst 
WiNDAUS und Stange. Rolimaterial : Cholesterin ans chinesi- 
schem Trockeneigelb (Merck). 
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Cholostoiin (1 F, schwerer a(lsoii)iL*rbar). 


Anlian(]. Die durch Wassorcntzug aus der G-Oxy-allocholan- 
saure crluiltlichen isomoren Cholensàuren kônnen, nach Wieland, 
Kraus, Kkli.ek und Ottawa, zurnindcst particll vonoiiiander 
gotronnt werden (Alkohol, Aluminiumoxyd). Untor der Quarzlarnpe 
zeigten sich vier iindeutlichc Fluorcsccnzzoncn, in denen das Mengen- 
verhaltnis der Isomeren stufenweiso vorschoben war. 


Vitamin E 

( Antisterilitàts-vitamin ) kann dnrch fraktionierte Adsorption im 
unverseifbaren Rest des Weizenkeimôles, nach Drxjmmond, 
Singer und Macwalter (1,2), weitgehend angereichert werden. 
33 g eines solchen Restes (gelb, ôlig), aus welchem die Sterine 
vorher grôütent^ils entfernt wurden, hat man in 500 cm^ Petrol- 
àther gelôst. Beim Stehen krystallisierte Lutein aus, dessen Filtrat 
auf Aluminiumoxyd chromatographiert wurde (standardisiert nach 
Brockmann). Reichliches Nachwaschen mit dem genannten Sol- 
vent. Zunàchst lief Farbloses durch, dann wanderte eine gelbe, 
kryptoxanthinhaltige Zone langsam nach unten; beide waren im 
Rattentest inaktiv. Nun sah das Sàulenbild z. B. folgend aus: 

Oben; brâunlichgelb, biologisch unwirksam, 

sandgelb, kaum wirksam bei eincr Tagesdosis von 2 — 5 mg, 
dunkler gcfârbt, schwach wirksam, 
unten: blaB, relativ am stàrksten aktiv, wirksame Tagesdosis 
1 mg. 
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Farblüso und schwachgcfàrbte Substanzen. 


Durch ofters wiederholte Adsorption der beiden untersten 
Lagen konnte die Antisterilitàts-tagesgabe auf 0,1 mg herabge- 
drückt werden (Ratte). Ein noch günstigeres Ergebnis liefert 
Baumwollsamenol ; allerdings ist das Endpràparat avich hier lùcht 
einheitlich. 

Evans, Emerson und Emerson haben, ebenfalls ans Weizen- 
keimôl, einen Alkoliol C29H50O2, das sog. oc-Tocopherol, in Eorni eines 
krystallisierten Allophanats isoliert. Die Vcrbindung hebt durch 
eine einmalige Gabe von 3 ing die Sterilitàt der Ratte auf. Die 
Einheitlichkeit des Allophanats (Schmelzp. 156 — 157") kann man 
chromatographiseh folgendennaBen überprüfen: Mit 100 g CaCOg 
(vorher 3 Stunden auf 150" erhitzt) wurde ein 3,5 cm breitos Rohr 
beschickt. DieBenzollosung der Substanz (106 nig in wenig Benzol) 
lieB sich gut verarbeiten. Beim Waschen mit 1150 cni^ des ge- 
nannten Solventen vvurden 26 mg Allophanat ans der Saule ent- 
fernt, welche dann in drei Teile zerschnitten wurde. Die am 
stàrksten adsorbierte Fraktion wirkt iin Rattentest ebenso wie der 
Stoffinhalt des Filtrâtes. 


Yiiamiii K. 

Dam und Schonheyder haben es jüngst versucht, diesen anti- 
hàniorrhagisch wirkenden Faktor ans Alfalfa zu gewinnen und mit 
Hilfe von Adsorptionsmethoden zu konzentrieren. Wâhrend das 
Vitamin von AI2O3 (ausBenzin) allzu stark gebunden wird, kann 
vorteilhaft Puderzucker verwendet werden. Nachdem die Farb- 
stoffe beim Waschen mit dem crwàhnten Solvent eben durch die 
Kolonne gelaufen sind, wird der Zucker in Wasser gelôst und die 
Substanz mit leichtem Benzin wiederholt ausgeschüttelt. Audi 
Calciumcarbonat scheint verwendbar zu sein; es gibt das Ad- 
sorbierte an Alkohol + Aceton (1:1) wieder ab. 


8. Hormone. 

Isolieruiig von Folliculin und Equilenin aus Stiitenharn 

(Duschinsky und Lederer). 

Folliculin, Den angesàuerten Harn von trachtigen Stuten hat 
man, wie üblich, mit Benzol extrahiert und den Hormongehalt 
durch Entmischen zwischen wàBrigem Alkohol und Petrolàther 
vorgereinigt. 
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5 g Konzentrat (diinkle, harzartige Masse, entspricht insgesamt 
3750000 internationalen Einheiten, lE) wurden in 250 cm^ Benzol 
gelost imd in einer Ca (OH) g- Saule zerlegt (Glasrohr25 X 4,5cm, 
mit einer Jenaer Glassinterplatte abgeschlossen). Ein Anteil des 
Pigments bleibt oben hângen (braun), wàhrend eine rotviolette 
Scheibc, die sicli langsam senkt, als ,,Indicator“ dienen kann; der 
folliciilinreiche Bezirk befindet si ch nàmlich stets darüber und 
reicht zuwcilcn in den Farbring hinein. Nach dcm Entwickeln mit 
175 cm^ Benzol erblickt man die Farbscheibe schon fast ganz unten. 
T)as Chromatogramm sieht daim folgenderrnaBen ans: 

Oben: 10 dunkc'lbrann, 

25 gel b, 

50 weiI3, 

55 weiB | ('ntlinlb'n die Halft(' 

()() viok'ttrôtlich J d(‘S (Jesamthormons, 

unten: 30 gel b. 

T)ic folliculinrei(;lic Zone liefert nach der Elution (Aceton, oder 
l^osen des Kalkes in HCl und Ausatliern) und der Behandlung mit 
Atlier und Alkohol 140 mg Roliprodukt (6500000 lE), ans dem 
durch Umkrystallisieren ans Alkohol ein farbloses, reines 
Folliculinpraparat CigH 2202 hervorging: Schmelzp. 258^; enthalt 
10000000 lE. 

Equilenin. I)as auf Aluminiumoxyd (AI 2 O 3 nach Brock- 
mann: Fasertonerde - 10: 1) bereitete Chromatogramm enthalt 
besser ausgebildetc Farbstoffstreifcn als bei der Anwendung von 
Kalk. Oben sieht man cinc rotviolette Zone, ans der durch Aceton - 
elution und Umkrystallisieren (Cyclohexanon) hidirubin Ci(.Hio02N2 
isoliert wurde: rotlichbraune Nadeln, Schmelzp. 315®. Unter 
diesem Farbstoff breitet sich der hormonreichste Saulenteil aus. 
Die obéré Halfte des letzteren ergab nach der Elution ein Roh- 
produkt, von welchem 45 mg, in 2 cnP Alkohol gelost, mit 2,5 cm® 
lOproz. alkoholischer Pikrinsâure versetzt wurden. Alsbald 
krystallisierte das rote Nadeln, nach dem Um- 

scheiden Schmelzp. 204 — 206®. Schmelzpunkt des daraus be- 
reiteten freien Equilenins 256 — 258®. WeiBe Nadeln. 

Anhang. Das Tndiruhin wurde, nebst etwas Indigo, aus groBeii 
Mengoii von Ratten- und Kaninchenharn isoliert, und zwar durch 
Extraktion mit Tohiol und Auftoihing der k'bliaft roten Anszüge 
auf AI 2 O 3 (Musajo). 

12a* 
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Farblo.sc iind schwachgefarbto Substanzen. 


Reinigung von Hctero-auxin von einem Begleiter 
(Kogl, Haagen-Smit und Erxleben). 

Der von den gcnannten Forschern im Harn entdeckte Pflanzen- 
wuchsstoff Hetero-auxin erwies sich in allen Punkten als identisch 
mit der synthetisclien ^-Indolyl-essigsàure CioHgOgN, er zeigte je- 
docli ein Drehiingsvermôgen. Die Identitàt der beiden Substanzen 
vorausgesetzt, muBte dem Natiirprodiikt eine linksdrehende Ver- 
unreinigung beigemengt sein. Tatsàchlich gelang es, diese im Ad- 
sorp tiens ver su ch zu entfernen. Wegleitend waren dabei die Farb- 
reaktion mit Eisenchlorid-Salzsaure sowie die polarimetrische 
Messung. 

Die Losiing von 50 mg Hetero-auxin (ans Harn) in 50 cm^ 
Benzol wurde durch eine Calciumcarbonat- Saule (40x4,5 cm) ge- 
saugt. Man entwickelt naclieinander : mit 50 etn^ Benzol, mit 
30 cm^ Benzol + Alkohol (10 : 1) und schlieBlich mit 30 cnr^ Ben- 
zol -j- Alkohol (2 : 1). Die erwàlmte Farbreaktion verlief im Filtrat 
negativ. Die gut trocken gesaugte Saule wurde empirisch in sechs 
Bezirke zerschnitten und jeder dreimal mit kaltern Alkohol extra- 
hiert. Man verdampft die Athanolauszüge einzeln zur Trockne: 

Oben: a) 2,9 mg, Farbreaktion negativ, 

b) 9 ,, schwache Farbreaktion, keine Drehung, 

c) 18 ,, starke Farbreaktion, keine Drehung, 

d) 14 ,, doiitliche Farbreaktion, keine Drehung, 

e) 3 ,, schwache Farbreaktion, 

unten: f) kein nennenswerter Trockenrückstand . 

Der Adsorptionsansatz wurde wiederholt, die ans den beiden 
Versuchen stammenden Abdampfrückstànde der Schichten b) bis e) 
vereinigt und gemeinsam aus Wasser umkrystallisiert. Gesamt- 
ausbeute 89 mg, Schmelzp. 165®: reines, optisch inaktives Hetero- 
auxin. Die beiden Fraktionen a) wurden ebenfalls vereinigt: 
6,1 mg. Mo == — 34,3® (in Alkohol). Schmelzp. 167®, mit dem 
reinen Produkt jedoch keine Dépréssion. Im WENTschen Pflanzen- 
test unwirksam. 

9. Die Chromatographie von technischen 
Gerbstoffextrakten 

wird von Grassmann sowie von Grassmann und Lang ausgeführt 
und bezweckt zunàchst die Charakterisierung und praktische 
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Unterscheidiing der verwickelten Gemische. Man kann auch diircli 
Untersuchung des auswaschbaren Bestandteiles von Ledern aiif 
die Art des verwendeten Gerbmaterials Rückschlüsse ziehen. In 
allen diesen Fàllen kommt man mit Hilfe der Fluorescenz-chromato- 
graphie am besten vorwarts. 

Rein wàBrige Losiingen sind weniger günstig. Man verse tzt 
Z. B. 3 cm^ konzentrierten wàBrigen Rohauszug (Trockensubstanz 
20 — 30%) mit zwei Raurnteilen Methylalkohol und saugt oder 
zentrifngiert, wenn notig, die Fàllimg ab. Im bereits abgebildeten 
Apparat (S. 71) wird dann die Vertcilimg aiif Aluminiiimoxyd 
(auch Tonsil) oder MgO vorgenommen, indem man die fest ein- 
gestampfte Kolonne zunàchst mit 2 cm**^ Metlianol befeiiclitet und 
ohne zu saugen ebensoviel Gerbextrakt nachgieBt. Als Wasch- 
flüssigkeit (3 — 4cm^) dientz.B. Essigester oder Metlianol "|- Essig- 
cster 1:3. 

Fichtenrinden-auszu(jy aiif AI 2 O 3 . Nach eiuem dunklorc'ii Saulcntcil 
(braungrau) folgt cine lioll gelbgrüne Zone, sodann eino schmalc, 
stark louchtondo gelbe Schicht, der sich unmittelbar oin ziomlich 
hoher, leuchtend blauer Bezirk anschlieBt. Sauro Reaktion erhôht 
die Louchtkraft des ganzen Cbromatogramms, das Umgekohrto 
tritt im Fallo ciner Alkalisierung ein. Bei pH = 2,2 ersclicint oben 
oino schwach apfelgriine, bei 7,7 eirie schwacli blaue Farbimg. 

Eichenliolz-auszug (AI 2 O 3 ) zeigt eine ziemlich hohe, dunkolbraimo, 
nicht fluoreszierende Schicht, dann ein belles, grünsticbiges Blau. 
Moist sind dio beiden durcb einen schraalen gelbgrünen Ring getrennt. 

QuehracJioJiolz-auszug (neutral oder scbwach sauer). Auf AlgOg 
oben eino starko Zone mit zitronen- bis ockergelber Fluorescenz; 
ganz unten: grün oder scbwach stablblau. Die beiden sind durcb 
ein scbwarzes oder schmutzigbraunes, hohes Zwischenstück getrennt. 
Bei stiirker samer Reaktion wird die erste Zone leuchtend hellgrün, 
die folgende (dunkloro) sionabraim oder grünbchbraun. Meist folgt 
noch eine grunlich- oder graublaue Nebenschicht. 

Unterscheidung von Kastanien- und Eicheviholz-auszug. Manversetzt 
den Extrakt (Trockensubstanz 20 — 30%) mit Bromwasser bis zum 
bleibenden Br-Goruch, erwârmt die Flüssigkeit am Wasserbad, bis 
zum Verschwinden desselben, verdünnt mit 2 Raurnteilen Mothanol 
und filtriert. Die Chromatogramrne wurden zwar abgeschwâcht, 
(loch siebt man bei der Eiche eine blaugrüne, bei der Kastanio eine 
rein blaue Fluorescenz. 

Tannin (zur Analyse, Kahlbaum) zeigt in Methanol auf MgO 
oder AI 2 O 3 indigoblaue, einheitliche Fluorescenz. 

Katechin aus Gambir, mehrmals umkrystallisiert, gibt auf AI 2 O 3 
eine griine, auf MgO eine schwach stahlblaue Fluorescenz. 

Ta^iigan O (synthetisches Gerbmittel), auf AlgOg: schwarz, schwe- 
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Farblose iind schwachgefarbte Substanzeri. 


felgelb, (lunkelbraiiii, rotbraim, schwefelgelb, hell gelbgrün, hell- 
violott. 

Weitcro kurz(^ Angaben über natürliche und künstlichc Gcrbstoffe 
s. im Original. 



a b c d 



ohneEigen- 
fluoreszsnz - 

weiH 

rotUchbraun . 


ohneEigen- 

fluoreszenz 


schwefelgelh 

dunkelbraun 

hellbraun 

dunkelbrauf] 

hellblau 

riitlichbrauL 

maffblau 

rofUchbram 

fastmifi 


Al)l). 28. (;!hroiiiato}J!r;iniiii dos Pom- Al»l). 20. Clironiatofirainin dos P(‘rii- 

balsanis iii i’owohnlichoni Liolit: balsanis iii idtiaviolotteiii Licht. 

a iiatiirliohoi-, b küiistliclior Porubalsaiii a— d in Abl). 28. 

in Alkobol; c natürliolior, d künstliohor 
Ponibalsain in Pt'troliitlior. 


10. lIiit(M‘siicliuiis von pharinazentisch vepwendbaren 
Drogen. 

Ahnlicli ^^ ie Gerbstoffausziigc, lasseii sicli aucb Extrakte ans 
pliysiologisch wirksamen Drogcii. galenische Praparate usw. in 
vielcn Falleii adsorptionsanalytisch prüfen. Das Clironiatogramm 
oder Ultra -cliromatogranim gibt über die Provenienz bzw. Her- 
stelhingsart nnd Qiialitat sehr rascli AiifschliiB. Die Beispiele 
(Abb. 28 — 30) stammen von Valentin und beziehen sicli auf die 
Aluminiumoxyd-Saule; Nachwaschen mit verdünntem Alkohol. 

Ans dnm PembaJsam wurdoii 0,5proz. alkoholiscbe Lôsnngcn nnd 
f orner Potrolatherlosungen bcroitet (dor letztere Solvent liinterlaBt 
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oHi'grün 

gelbgrün 

braun 

purpur- 

minrof 


hellbraun 

geibbraun 

hellgrau 


c 

_ hel/gefb 
dunkelgelb 


d 

^^braungefb 


hellgelb 

schi^ach 

weinrof 


hel/ge/b 

fasfivei/^ 


farb/os 


belles 

geibbraun 


fbsf 


\gelblich 


grün 


\farblos 


fasf 

^ellS 


ziegeirof 


Al)l). 30. Cliroiuato^Maniin dcr Di} 4 italistiiiktur: a mit al)süliit('m, b mit vcrdünntem 
Alkohol beieittd, bcido in Kcwolmlic-lK'm Licht; c, mit al)Solutcm imd d mit vi'idünnU'm 
Alkohol bereitet, beide in ultraviolcttem Liclit. 


eincn Kiickstand ). Ziir Kxtraktion dcr IJlgitalishVâttcr dic'iita (aitwock'r 
absolutcr oder vt'rdiinnter Alkohol (Spiritus dihitus). Di(' (‘rsteru 
Arbeit.swciso cntspricht der offizinellen. 
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Photographische Aiifnahmen von 
Chromatogrammen. 



Abb. 31. 


Abl). 32. 


Verdrangungsvorgang. Abb. 31 : Eine gelbe Zeaxanthinlbsung in Benzol + Ben- 
zin (1:4) auf CaCOs. Abb. 32: Auf diesclbe Saule wurde eine rote Capsanthinlôsung 
gegossen, welche beiin Entwickcln das Zeaxanthin nach unten verdrângt bat und nun 
dessen frühere Lage einnimmt. 
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Abl). 3:i. 


Abb. 34. 


Abb. 35. 


Ausbildung ci nés C h r o ni a t o g ra m in s (Paprika-llohauszug, Bcnzin; das Ilohr 
oben mit CaCOg, untcn mit Ca(OH )2 gcfüllt). Abb. 33: Sofort nach dem AufgieOen. 
Abb. 34: Spâteres Stadium, noch ungenügcnd mit Boiiziii entwickelt. Abb. 35: Fertig 

cntwiekelt. 


Zcchmcister-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 
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Abb. 36. Abb. 37. Abb. 38. 


U n Z w e c k m ii B i g c Aiisatze. Abb. 36: Paprika-Auszug wie Abb. 35, S. 193, das 
Adsorbens ungleichrniiBig eingestampft. Abb. 37: Capsanthln 4- Zeaxanthin (Benzol, 
Ca(OH) 2 ), Füllinasse schlecht gewâhlt, Adsorption zu stark, Entwicklung erschwert. 
Abb. 38: Dasselbe auf CaCOa, Adsorption zu schwach, Farbatofflagc allzu ausgebreitet, 
Verhaltnis zwischen Adsorbens- und Pigmentmenge ungünsiig. (Die Abb. 37 — 41 be- 
zichcn sich auf dasselbe Farbstoff-Gemiscli.) 
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Abb. 39. Abb. 40. Abb. 41. 

EinfluB des Losungs- und E n t w i cklu n g s m i 1 1 c 1 s. Capsanthin 1 Zeaxan- 
thin auf CaCOa- Abb. 39: Benzol + Benzin (1:10) entwickeln unzureichend. Abb. 40: 
Benzol + Benzin (1:4); riehtig cntwickelt. Abb. 41: mit Schwcfelkohlenstoff ricbtig ent- 
wiekelt. (Die Abb. 37 bis 41 beziehen sich auf dassclbe Farbstoffgemisch.) 


13 ’ 



196 Photographischo Aufnahmen von Chromatogrammen. 



Abb. 42. Abb. 43. Abb. 44. 


E i 11 f 1 U B von V e r u n r c i ii i K u n g c n. Abb. 42 : Lycopinhaltiger Pflanzpnextrakt 
(Bcnzin, Ca(OH) 2 ). Abb. 43; Dasselbo, vor dem Aufgieüen mit Schweinefettlosung 
versetzt. Abb. 44: Kohauszug der Orangenschale (CSg, CaCOg); die natürlichen Bcgleiter 
des Lipocbroms gostatten hier die uninittelbare Ausbildung eincs feindifferenzierten 

Sâulcniiildes. 
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Abb. 45. 


Nachweis des Vitamins A mit Hilfe der Pinsolmethode. Die Bcnzinlôsimg wurde auf 
Ga(OH )2 chromatographie rt und die ausgeprcûte, farblos gebliebcnc saulc mit dem 
CAHR-PnicE-Reagens bestrichen. 
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Cholensâuren 185. 

Cholesterin 74, 183, 185. 
Chromatogramm 2. 
Chromatogramm, flüssiges 65. 
Chromatogramm, Sichtbarma- 
chung 69. 

Chromatogramm, imsichtbares 

68 . 

Chromatographie 1. 

Chrysen 29, 31, 164, 166. 
Chrysophanol 133. 

Chrysoptorin 140. 

Cinchonin 172. 

Cineol 157. 

Cinobufagin 171. 

Citraurin 111. 

Citrus aurantium 108, 111. 
Citrus grandis 107. 

Citrus madurensis 110. 
Cladophora sauteri 112, 135. 
Claviceps purpurea 173. 
Coccinella septempunctata 125. 
Co-Dehydrase II 175, 176. 
Co-enzyme 174. 

Colorimétrie 91. 

Corpus luteum 120, 136. 

Corpus rubriun 120. 

Co-Zymase 175. 

Crocetin 111. 

Crocetin-dimethy lester 130, 131, 
Crocus sativus 111. 

Cucurbita maxima 109. 
Cucurbita pepo 110. 
Cupranilbraun B 155. 

Cuscuta salina 109. 
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Cuscvita subinclusa 109. 
Cyaninchlorid 145, 146, 147. 
Cynthiaxanthin 124. 

Daucus carota 106. 

Dehy drier ungsprodukte 167. 
7-Dehydro-cholesterin 180, 181. 
Delphinidinchlorid 145. 
Delphinidin-3'-methylâthor 147. 
Dendrodoa grossularia 124. 
Depotfett 118. 

Desacetyl-hexahydro-cinobufa- 
gonsâure 172. 

Desaktivierimg 38. 
Desoxo-phyllerythro-àtiopor- 
phyrin 82. 

Diamingrün G 33. 
Diaminreinblau 155. 

Diaminrosa FFB 33, 153, 155. 
Dianilschwarz PR 155. 
Diazoreagens 75. 

1.2.5.6- Dibenzanthracen 30, 31. 

1.2.6.7- Dibenzanthracen 31, 32. 

2.3.6.7- Dibenzanthracen 31. 
Dibenzcoronen (anti-diperi) 32. 

2,3,5,6-Dibenzocuinaron 165. 
Dichlor-chinizarin-chinon 134. 
Dichlormethan 47, 106. 
Diffusionsgeschwindigkeit 17. 
Digitalis 191. 

Digitoxigenin, Lacton aus 169. 
Dihydro-phaophorbid a 81. 
Dihydro-pyrophâophorbid a 82. 
Dihydro-rhodoxanthin 127, 130. 

3.5- Dimethylanilin 161. 

3, 8 -Dimethy Idecapentaen -l-al-car- 
bonsàiire -me thyles ter 126. 

6.7- Dimethyl-flavin-9-essigsâure- 
methy lester 136. 

Dimethy Iglyoxim 75. 

6.7- Dimethyl-9-n-amyl-flavin 136. 

2.6- Dimethylnaphtalm 133. 

1 , 2 -Dimethy 1 - 4 -nitro - 5 -amiaoben - 
zol-d-glucosid 162. 

3.5- Dimethyl-6-nitroanilin 161. 

4.5- Dimethyl-2-nitroanilin 162. 

1.6- Dimethyloctatetraen-l-al-car- 
bonsaure-methy lester 126. 


1,2 : 2',3'-5,6 : 2",3"-Dinapht- 
anthracen 30. 

2,4-Dinitro-phenylhydrazin 70. 
Diospyros costata 110. 

Dioxan 159. 

1 , 8 -Dioxy - 3 -methy 1 -anthrachinon 
133. 

Dipalmitylketon 156. 

Dipenten 157. 

Diphenyl 20. 

Diphenyl-butadien 20. 
Diphenyl-hexatrien 20. 

Diphenyl -octatetraen 20. 
Diphenyl-polyene 20. 

Direktblau 2B 35, 36. 
Direktbraiin J 155. 
Direkthimmelblau, grünlich 35, 
36, 155. 

Disazofarbstoffe 33, 153. 
Dispersitat 38. 

Doppelbindimgen 22, 29. 
Drachenbliit 151. 

Dracocarmin 151, 152. 
Dracorubin 151. . 

Drogen, pharmazeiitische 190. 
D-Vitamin 180. 

Dg-Vitamin 180. 

Echinenon 125. 

Echinus esculentus 125. 

Echtrot JTR 74. 

Eibe 111. 

Eichenholz-auszug 189. 

Eidotter 121, 122, 179, 185. 
Eier-sterin 185. 

Einführen der Lôsung 60. 
Einfüllen des Adsorbens 57. 
Einheitlichkeitsprüfung 5. 
Elution 3, 47, 90. 

Elutionsmittel 47, 90. 
Entmischung 88. 

Entwickeln 2, 61. 

Enzyme 174. 

Eosin 36. 

Eosin-methylester 36. 

Epinephrin 163. 

Epiphasische Farbstoffe 88. 

16 


Zechmeiater-Cholnoky, Adsorptionsmethode. 



226 


Sachverzeichnis . 


Equilenin 186, 187. 
Equilenin-pikrat 187. 
Ergoclavin 173, 174. 
Ergosterin 74, 183, 184, 185. 
Ergotamin 173, 174. 
Ergotaminin 173, 174. 
Ergotinin 173, 174. 
Ergotoxin 173, 174. 

Erika B 35, 36, 154. 

Erika G extra 35, 36, 154. 
Erioglaucin supra 153. 
Erythropterin 139, 142. 
Erythrosin 36. 

Escobedia linearis 111. 
Escobedia seabrifolia 111. 
Euglena heliorubescens 112. 
Euglonarhodon 112. 
E-Vitamin 185. 


Farbo 30. 

Farblose Substanzen 68, 156. 
Farbreaktionen 73, 75. 
Farbstoffe, basiscbc 152. 
Farbstoffe, künstliche 152. 
Farbstoffe, natürliche 76. 
Farbstoffe, sauro 153. 
Farbstoffe, substantive 153. 
Farbwachs 99. 

Fasertonerde 40. 
Farbevermôgen 17. 
Feststampfen 58. 

Fette, Unverseifbarcs 157. 
Fettkôrper (Frosch) 122. 

Fett (Huhn) 121. 

Fett (Mensch) 118. 

Fett (Pferd) 116, 121. 
Fichtenrinden-auszug 1 89 . 
Fischleberdl 176, 182. 
Flavanon 148. 

Fia vin 134. 

Flavin-acetat 135. 

Fia vin (synthetisch) 136. 
Flavorhodin 105, 113. 
Flavoxanthin 23, 24, 91, 110. 
Floridin 39. 

Floridin XS 43. 

Floridin XXF 39, 43. 


Fluorescein 35, 36. 

Fluoreszenz 71, 73. 

Fluoreszenz -chroma togramm 71 
Flüssiges Chromatogramm 65. 
Folliciilin 186. 

Frankonit KL 43. 

Fuchsin 153. 

Fuchsin G 153. 
Fuchsinschwcflige Saurc 75. 
Fucosterin 104. 

Fiicoxanthin 23, 24, 91, 103, 104 

112 . 

/^-Fucoxanthin 103. 

Fucus vesiculosus 103, 112. 
Fullererde 43. 

(ijalenischo Praparate 190. 
Gallenfarbstoffe 85. 

Gallussâure 160. 

Gang dos VcTsuches 57. 

I Gefieder 122. 

! GenulSmittel 148. 

' Geologische Prozesso 14. 
Geraniol 156. 

Gerbstoffe 188. 
Gerbstoffextrakte 5, 188. 
Geronsâure 70. 

Goschichto 10. 

Gifte, tierische 169. 

Gingko biloba 111. 

Gips 39. 

Gonepteryx rhamni 143. 
Gonocaryum pyriforme 107. 
Grundlagen 1. 

Guanopterin 140. 

HahnenfuB 110. 

Haif ischleberol 158. 

Halocynthia papillosa 124. 
Handelsware, Kontrolle 9. 
Harn-flavine 136, 138. 

Harn -hormone 186. 
Harn-lyochrom 136, 137, 138. 
Harn-porphyrin 83. 

Harn-pterin 143. 

Harzfarbstoffe 151. 

Haut (Frosch) 122. 
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Heilbutt 123, 176. 

Helenien 23. 

Helianthus annims 109. 

Hélix pomatia 80. 

Helvetiablau 153. 

Hontriakontan 104, 127, 156. 
Hepaxanthin 178. 

Heringsôl 158. 

Herzgifte 169. 

Herzmuschel 124. 

Hessisch Braim 2BN 155. 
Hetero-auxin 74, 188. 
Hippoglossus hippoglossus 123, 
176. 

Holzpistill 58, 64. 

Hormone 186. 

Hydralo 41. 

Hydroxylgruppe 22. 
Hypophasische Farbstoffe 88. 
Hypsypops rubicunda 123. 

Menti tâtsprobe 7. 

Indicator dor Adsorption 69. 
Indicatorrot ,,33“ 70. 

Indigo 187. 

Indiriibin 187. 

Indolenin-blau 21. 

Indolenin-gelb 21. 

Indolenin-rot 21. 
Indolenin-violett 21. 
/S-Indolyl-essigsaure 188. 
Insekten-pterine 139, 143. 

Imilin 37. 

Isoboletol 132. 

Isocarotin 118, 128. 
3-Isohexyl-naphtazarin 133. 
Isomérisation 5, 93. 

^-Jonon 70. 

J-Sâure 33. 

Judenkirsche 107. 

Kalk 42. 

Kammuschel 124. 
Kanarien-xanthophyll 122. 
Kaolin 44. 

Kastanie 107. 


j Kastanien-auszug 189. 

' Katechin 189. 

I 4'-Keto-B,2',3',4'-tetrahydro-l,2- 
1 benzpyren 166, 167. 

I Kieselgur 44. 

I Kirsche 107. 

I Klumpfisch 123. 

• Kohlenpràparate 44. 
j Kohlenwasserstoffe, aromatische 
24, 163. 

Kohlenwasserstoff CasHgo 168. 
Kohlenwasserstoff C^H„ 168. 
Kohlenwasserstoffe, polycyclische 
163. 

Kongorot 155. 

Kongorot rein 33, 154. 

Kongorot technisch 154. 
Konstitution nnd Chromato- 
gramm 19. 

Koproporphyrino 85. 
Kot-porphyrine 83. 

Krôte 170. 

Krôte, chinesischo 171. 
Krôtengift 170. 

Kryptoxanthin 24, 27, 91, 96, 
99, 100, 108, 110, 111, 120, 
121 . 

Krystallviolett 5BO 153. 

Knh 120. 

Kupplungsstello 35. 

Künstliche Farbstoffe 152. 
Kürbis 110. 

K-Vitamin 186. 

' Lachs 123. 

Lactar-azulen 150. 

Lactarius deliciosus 149. 
Lactaro-violin 149. 

Lactoflavin 134. 
Lactoflavin-acetat 135. 
Làvulinsàure 70. 

Leber (Frosch) 122. 

Leber (Mensch) 118. 

I Leber (Pferd) 121. 
i Leber (Schwein) 121. 

: Leber-lipochrom 105. 

! Leberôle 178, 180. 


15 * 
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Leontodon autumnalis 109. 
Ligroin 46. 

Lilium tigrinum 111. 

Limonen 156. 

Lipochrom 105. 

Lipochrom des Sérums 85. 
Literatur 14. 

Lloyds Reagens 43. 

Lophius piscatorius 123. 
Lôsungsmittel 45, 90. 
Lôwenzahn 109. 

LuftausschluÔ 51. 
Lumi-aquoflavin 137, 138. 
Lunge (Pferd) 121. 

Lutein 23, 24, 27, 91, 97, 98, 
108, 109, 110, 111, 112, 113, 
116, 118, 121, 122. 
Lycopersicum osculentum 108. 
Lycophyll 24, 26, 91, 102, 107. 
Lycopin 23, 25, 90, 107, 108, 109, 
111, 113, 118, 124, 125, 126, 
129. 

Lycopinal 126, 129. 
Lycopinal-oxim 127. 
Lycoxanthin 24, 27, 91, 102, 

107. 

Lyochrome 134. 

Magnesiumoxyd 39, 42, 95. 
Magiiesiumphosphat 70. 

Mais 96, 108. 

Maja squinado 124. 
Makrelenhecht 176. 

Malachitgrün 153. 

Mandarine 110. 

Mesobilirhodin 87. 

Mesobiliviolin 87. 

Meso-Stellen 30. 

Methodik 37. 

Methylalkohol 47. 
y -Methy 1 -cyclopenteno -phen- 
anthren 167, 168. 
Methylenblau D 153. 
Methyl-heptenon 127. 

Methy Iphâophorbid a 82. 
Miesmuschel 124. 

Mikro -adsorptionsrohr 57 . 


I Mikro -apparat ur 56. 

Mikro -chromatogramm 56. 

Mikro -chromatographie 141. 
Milch 120. 

Milchzucker 40, 173. 

Milz (Pferd) 121. 

Misch -chromatogramm 7. 

Mist (Kuh) 120. 

Mist (Pferd) 116. 

Mist (Ratte) 121. 

Mohrrübe 96, 106. 
Monoazo-farbstoffe 33, 153. 
Moosburger Tonerde 44. 
Mutterkornalkaloide 173. 
Mycobacterium phlei 113. 
Mytillus californianus 124. 
Myxoxanthin 112. 
Myxoxanthophyll 112. 

Nahrungsmittel 148. 

Naphtacen 29, 31, 164, 165. 
Naphtalin 29, 165. 

1.2- (2',3'-Naphto-)anthracen 32. 

2.3- (l',2'-Naphto)-anthracen 165. 
Naphtochinon-Farbstoffe 132. 
oc-Naphtol 75. 

/3-Naphtol 75. 

Naphtolgelb S 153. 
Naphtol-sulfosâuren 74. 
(X-Naphtylamin 75. 

Natriumsulfat 44. 

Naturerden 43. 

Natürliche Farbstoffe 76. 
Nebenniere (Pferd) 121. 
Neo-carotin 94, 95. 
Neo-j?-oxycarotin 128. 

Nephrops norvegicus 123. 
Neutrale Adsorption 67. 
Nickelsulfat 75. 

Niere (Pferd) 121. 

Nitella opaca 112. 

Nitraniline 160. 
m-Nitrobenzaldehyd 75. 
Nitrophenole 160. 
co-Nitrostyrol 75. 

Norit 44. 

Norit A 106. 
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Octatetraen -dicarbonsâure - 
dimethylester 131. 

Oedipoda miniata 125. 
Oedogonium 112. 

Oenin 147. 

Oleanol 157. 

Oleanylen 157. 

Ole, Unverseifbares 157. 

Orange (Frucht) 108, 111. 
Orange 1 35. 

Orange II 35, 153. 

Orlean 111. 

Orthagoriscus mola 123. 
Oscillatoria rvibrescens 112. 
Ovarien (Frosch) 122. 
Oxyazofarbstoffo 35. 
ot-Oxycarotin 128, 129. 
^-Oxycarotin 28, 119, 128, 129. 
4-Oxy-jS-carotinon-aldehyd 130. 

4 - Oxy - - caro tinon -aldehyd -oxim 
130. 

^-Oxy-semi-carotinon 128. 

Paeoninchlorid 145, 146, 147. 
Palmdrachenblut 151. 

Palmol 107. 

Pappel 109. 

Paprika 106, 111. 
Paprika-farbstoffe 97, 101. 
Parotide 170, 171. 
Partialaffinitât 22. 
Patentphosphin G 153. 

Pecten maximns 124. 
Pectenoxanthin 124. 

Pektine 104. 

Pentaxanthin 125. 

Permanganat 75. 

Perubalsam 190. 

Perylen 32, 166. 

Petaloxanthin 24, 91. 

Petrolàther 46. 

Pferdefett 116. 

Pferdeleber 121. 

Pferdemist 116. 

Pflanzen-carotinoide 95, 106, 112. 
Pharmazeutische Drogen 190. 
Phàophorbid-a-geranylester 82. 


Phâophorbid b 82. 

Phâophytin a 80. 

Phâophytin b 80. 

Phenanthren 29, 166. 

Phénol 160. 

Phenole 160. 

Phloroglucin 160. 

Phloxin 36. 

Phorbide 81. 
Phylloporphyrinester 83. 
Physalien 23, 107, 121, 129. 
Physalienon 129. 

Physalis Franchetti 107. 

Picen 165. 

Picofulvin 122. 

Pilzfarbstoffe 149. 

Pilz-polyene 112. 

Pink grapefruits 107. 
Pinselmethodo 74. 

Placenta 118. 

Platane 109. 

Polycyclische Kohlenwasserstoffo 
163. 

Polyene, natiirliche 22. 

Polyene, synthetische 20. 
Porphyrio 84. 

Porphyrine 83. 

Probophorbid 82. 

Provitamin D 183, 185. 

Prunus armeniaca 107. 
Pseudo-(X-carotin 94, 128. 

Pterine 138. 

Pterine, Mikromethodik 141, 143. 
Puderzucker 3'V, 40, 77, 78. 
Puffergemische 66. 

Pyren 29, 165, 166. 

Pyrrhocoris apterus 125. 

Quarzlampe 71. 
Quebrachoholz-auszug 189. 

Rana esculenta 122. 

Ranunculus acer 110. 
Rattenfischôl 158. 

Resorcin 160. 

Rhabarber 109. 

Rhodopin 105, 113. 
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Rhodopurpurin 105, 113. 
Rhodovibrin 105, 113. 
Rhodovibrio-bakterien 104, 113. 
Rhodoviolascin 104, 105, 113. 
Rhodoxanthin 23, 24, 27, 110, 
111, 127. 

Rhodymenia palmata 112. 
Riesenkürbis 109. 

Rogen 123. 

Rohchlorophyll 79. 

Rolirgrôl3e 53. 

Rosa rubinosa 109. 

Rosa rugosa 108. 

Rose bengale 36. 

Roi3kastanie 106, 108. 

Rote Hefe 112. 

Rotwoin 148. 

Riibixanthin 24, 91, 108, 109. 

Safran 111. 

Safranin 00 153. 

Salmensaiire 123. 

Salmo salar 123. 

Salzzusatz 63, 154, 155. 

Sanguis draconis 151. 

Sapogenin 157. 

Sarcina aurantiaca 113. 

Sarcina lutea 112, 113, 

Sarcinin 112, 113. 
Sarmentocymarin 169. 
Sarmentogenin 169. 
Sarsa-sapogenin 157. 

Saule 2. 

Saule, Zerschneiden 63. 
Saurefarbstoffe 153. 

Schiffsche Basen 161. 
Schlangengift 172. 
Schliff-apparate 51. 
Schnabelepidermis 122. 
Schneckenleber 80. 
Schweineleber 121. 
Schwefelbakterien 104. 
Schwefelkohlenstoff 46. 
Scombresox saurus 176. 
Secundàr-adsorption 63, 

Seeigel 126. 

Seenelke 125. 


Seerose 125. 

Seespinne 124. 

Seeteufel 123. 

Solachylalkohol 158. 
Semi-a-carotinon 129. 

Serai -/?-carotinon 28, 119, 128. 
Sensibamin 173, 174. 

Sérum -carotinoide 85, 114, 116. 
Sérum -lipochrom 85, 114. 
Sesquiterpene 150. 
Siehtbarmachung des Chroma to- 
gramms 69. 

Silicagel 44. 

Solanum dulcamara 102, 107. 
Sonnonblume 109. 

; Spektroskopie 92. 

I Spezieller Teil 76. 

I Spinacia olcracea 107. 

I Spinat 107. 

I Spirilloxanthin 112. 

; Spirillum rubrum 112. 
Sprit-eosin 36. 

Squalen 158. 

Staphylococcus aureus 113. 
i Steingarnele 123. 
j Stilben 20. 

I Stropbanthus-Samen 169. 

[ Substantive Farbstoffo 153. 

I Sulcatoxanthin 125. 
j Synthetische Flavine 136. 

; Tagetes erecta 107. 

! Talcum 44. 

; Talg (Kuh) 120. 

Tanigan O 189. 
j Tannin 189. 

I Taraxacum officinale 97, 109. 

I Taraxanthin 23, 24, 91, 97, 109, 
110, 112, 123. 

Tarsalhaut 122. 

! Taube 122. 

I Taxus baccata 111. 

Tealia felina 125. 

Teerfarbstoffe 148, 152. 

: Terpene 104. 

: Tetraacetyl-lactoflavin 135. 

; Tetraalkyl-ammoniumhydroxyd 
i 70. 
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Tetrachlorkohlenstoff 47. 
Theoretische Grundlagen 14. 
Theragra chalcogramma 178. 
Thiocystis-bakterien 104, 113. 
Thuja 110. 

Thunfischleberôl 182. 

Tierische Carotinokio 105. 
Tierisches Chlorophyll 80. 
Tierische Gif te 169. 
a-Tocopherol 186. 

Tomate 108. 

Tonsil 44. 

Torula rubra 112. 

Torulen 112. 

Traucrweide 109. 
Tricyclo-crocetinester 131. 
Triphenylmethan-farbstoffe 5. 
Trisazo-farbstoffe 33. 
Tropaeolum 107. 

Tuchechtblau B 153. 
Tuchechtschwarz B 153. 

Ulmus campestris 111. 

Ultra -chromatographie 7 1 . 
Unsichtbares Chromatogi’amm 
68 . 

Unverseifbarer Rest 157. 
Urochrom 83. 

Uroflavin 136. 

Uropterin 73, 143. 

Urtica dioica 106. 

Verbindimgen, aliphatische 156. 
Verbindungen, aromatischo 160. 
Verbindungen, hydroaromatische 
156. 

Vordràngimg 15, 192. 
Verdràngimgsvorgànge 18, 192. 
Verfàlschimg 148. 

Vespa crabro 143. 

Viktoriablau B 153. 

Violaxanthin 23, 24, 91, 109, 110, 

111 , 121 . 

Viskositât (Cellit) 160. 

Vitamine 176. 


Vitamin A 75, 121, 176, 177, 179. 
a-Vitamin A 177, 178. 

^-Vitamin A 177, 178. 

Vitamin Bg 180. 

Vitamin D 180. 

Vitamin D3 69, 180. 

Vitamin-D3( -Dinitrobenzoat) 181. 
Vitamin E 185. 

Vitamin K 186. 

Vitellorubin 124. 

Vogelarten, Gefieder 122. 

Wacholder-Milchling 149. 

Walol 123. 

Wasserfrosch 122. 
Wasserstoffionon-konzentration 
66 . 

Waôrige Losimgen 66. 

Wein 148. 

Weinbergschnecke 80. 
Weinfarbstoff 148. 

WciBwein 148. 

Weizen 108. 

Weizenkeimôl 185, 186. 
Wollviolett 4BN 19. 

Xanthophyll 107, 108, 112, 113, 
116, 118, 120, 121, 123, 124, 
179. 

Xanthopterin 139, 140, 141, 142. 
Xylenrot B 153. 

Xylol 62. 

Zea mays 108. 

Zeaxanthin 23, 24, 26, 91, 98, 
99, 100, 108, 109, 111, 112, 
113, 118, 120, 121, 122, 123, 
127, 130. 

Zeaxanthin -caprinat 100. 
Zeaxanthin -palmitat 23. 
Zerschneiden der Saule 63. 
Zitronenfalter 143. 

Zucker 37, 40, 77, 78. 
Zuckerarten 159. 









